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1. Roviditések jegyzéke

ARA - anti-retikulin antitest

AU — relativ egység (arbitrary unit)

AUC — gorbe alatti teriilet

BCR — B-sejt receptor

BLI — biofelszin interferometria

Caco2 — human kolorektalis adenokarcinéma sejtvonal

DGP — dezamidalt gliadin peptid

EGF — epithelialis novekedési faktor

EGFR — epithelialis novekedési faktor receptor

ELISA — enzim kapcsolt immunszorbens esszé

EMA — endomizium antitest

Fab — antigén kot6 fragment

GTP — guanozin-trifoszfat

HBYV — hepatitis B virus

HLA — human leukocita antigén

HLA-DQA - human leukocita antigén DQ o lancat kédolo gén
HLA-DQB - human leukocita antigén DQ B lancat kodolé gén
HMW — nagy molekula tomegii

HPLC-MS/MS — folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
IgA — immunglobulin A

IgG — immunglobulin G

IL-15 — interleukin-15

IL-15Ra — interleukin-15 receptor a



INFo — interferon-a

JEA — anti-jejunalis antitest

LMW — kis molekula tomegii

MHC — 16 hisztokompatibilitasi komplex

NGP — nem dezamidalt gliadin peptid

NFkB — nuklearis faktor kappa B

PBS - foszfat pufferelt s6oldat

ROC — hatasfok mér6 karakterisztika analizis (receiver operating characteristics)
SA - sztreptavidin

SDS-PAGE - natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforezis

SNP - egyedi nukleotid polimorfizmus

TCR — T-sejt receptor

TG2 — szoveti (2-es tipusu) transzglutaminaz

TG2 RE - dupla pontmutaciot (R19S, E153S) hordoz6 széveti transzglutaminaz
TLR7 —Toll like receptor 7

TPBS — Tween20 tartalmu foszfat pufferelt sooldat

TTBS — Tween20 tartalmt Tris pufferelt sooldat



2. Bevezetés

A coeliakia glutén fogyasztas altal indukalodo T-sejt medialt kondicionalis autoimmun korkép,
mely genetikailag prediszponalt személyekben alakul ki. A glutén gytijtéfogalmaba tartoznak
a kiilonb6z6 kalaszos gabonafélék termésében talalhatdo prolamin fehérjék, melyek kozil a
coeliakias betegek szamara a bliza gliadin peptidjei a dominans antigének. A betegség soran
elébb T és B-sejtek kozremiikodésével, a gliadin peptidek ellen indul adaptiv immunvalasz,
majd pedig a manifesztalodo, aktiv coeliakia idején szoveti transzglutaminaz (TG2) elleni

autoantitestek is megjelennek és vékonybélboholy karosodas mutathato ki a betegekben.

A gliadin elleni antitestek nem kizarélagos markerei a coeliakidnak, tobb mas betegség esetén
is eléfordulhatnak: irritabilis bél szindroma (Kull és mtsai, 1999), IgA nephropathia (Ots és
mtsai, 1999), rheumatoid arthritis (Paimela és mtsai, 1995), és néhany latszolag egészséges
személy esetén is kimutathatok. Ezzel szemben a TG2 elleni autoantitestek rendkiviil specifikus

markerei a coeliakianak, melyek kimutatasa mara a coeliakia diagnosztikajanak alappillére lett.

A coeliakids immunvaélasz kiilonlegessége, hogy a glutén fogyasztds megvondsaval az
autoimmun folyamat megsziintethetd, a reverzibilis szoveti karosodasok helyredllnak, a
gyulladasos immunvalasz lecseng. Ujboli glutén bevitel hatasara viszont a koros
immunfolyamatok is Gjraindulnak, igy a betegség egyetlen ismert kezelési modja az élethosszig

tartd gluténmentes diéta.

A gliadin peptidekre adott és a TG2 elleni immunvalasz kozott egyértelmii kapcsoltsag all fenn
¢s a TG2 maga is szerephez jut a betegség pathomechanizmusaban azaltal, hogy szelektiv
dezamidacid révén poszttranszlaciosan modositja a gliadin peptideket, ndvelve ezzel
immunogenitasukat. Bizonyos gliadin peptidek cellularis stressz hatast provokélnak és a
velesziiletett immunitast indukaljak, mig masok specifikus T-sejtek illetve B-sejtek aktivaciojat
valtjak ki.

is kimutathatok (Simell és mtsai, 2007; Amarri és mtsai 2013), viszont ezen korai gliadin elleni
immunvalaszrol kevés ismerettel rendelkeziink. Ezért jelen tanulmany keretében fokozott
coeliakia rizikoju csecsemdk, illetve coeliakias betegek vizsgalata révén hasonlitjuk Ossze a

korai és a coeliakia idején tapasztalhatd gliadin elleni humoralis immunvélaszt.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A coeliakia, mint autoimmun korkép

A coeliakia kronikus T-sejt dependens autoimmun korkép, melyet a glutén fogyasztas provokal
genetikailag fogékony személyekben, prevalencidja vilagviszonylatban 1:100 koriilire tehetd

(Green és Cellier 2007).

A coeliakiat els6ként Aretaeus oOkori gorég orvos irta le, mint malabszorpcidval jard
intesztinalis rendellenességet, a Krisztus utdn elsdé évszazadban. A betegség kivaltd okat csak
az 1940-es évek végén sikeriilt azonositania Willem-Karel Dicke holland gyermekgyogyasznak
(Dicke, 1950). Munkéja nyoman valt ismerté, hogy a korkép kivaltoja a gabonafélékben
talalhaté glutén prolaminok fogyasztdsa. Iddvel pedig sikeriilt a betegség héatterében tobb
genetikai komponenst is azonositani, melyek koziil a legjelentésebb a human leukocita antigén
(HLA) DQ 16kuszokhoz kothetd (Roep és mtsai, 1988), majd pedig felismerték, hogy a betegek
a gliadin elleni antitestek mellett TG2-specifikus autoantitesteket termelnek (Dieterich és mtsai,
1997). A coeliakiara még nincsen hatékony oKi terapia, igy a betegség kezelésének egyetlen
lehetséges modja az élethosszig tartd gluténmentes diéta (van Berge-Henegouwen és Mulder
1993).

A coeliakia gasztrointesztinalis tiineteinek oka a vékonybél nyalkahartyajanak gyulladasa altal
kialakulo boholyatrofia, melynek kovetkezménye malabszorpcio lesz (Paulley, 1954). Mivel a
vas felszivodasa is zavart szenved, igy gyakori a vashianyos anémia (Halfdanarson és mtsai,
2007). A coeliakia noveli mas autoimmun korképek kialakulasanak kockazatat, mintaz 1. tipust
diabetes mellitus (4ntvorskov és mtsai, 2014), autoimmun thyreoiditis (Volta és mtsai, 2001),
autoimmun majbetegségek (Volta és mtsai, 2002), Sjogren szindréma (lltanen és mtsai, 1999),
rheumatoid arthritis (Bourne és mtsai, 1985), ennek hatterében akar a kozos genetikai

hajlamosito tényezok is allhatnak (Eyre és mtsai, 2010).

Gasztroenterologiai korkép 1évén a hagyomanyos diagnosztika alapja a vékonybél biopsziabdl
készitett szovettani metszetek hisztopathologiai elemzése volt. Marsh (1992) fogalmazta meg
a szovettan kiértékelésére vonatkozo jelenlegi ajanlasokat, melynek f6 szempontjai a vékonybél
boholy/kripta magassag aranya €s az intraepithelidlis lymphocyta szam. Ezen szempontok
alapjan infiltrativ, hiperplasztikus ¢és destruktiv 1ézidkat kilonitett el. A kiértékelés
szempontjait Oberhuber és munkatdarsai (1999) standardizaltak és ezt kovetden valt elterjedtté.

A coeliakia szovettani értékelése ma is a Marsh beosztas (I-111.) alapjan torténik (1. abra).



Marsh 0 Marsh 1 Marsh 2 Marsh 3A, 3B, 3C

ellaposodo villus

magas villus (bélboholy)
Y.
§5--1 o
) - J ..
alacsony kripta intraepithelidlis megnyult kripta

limphocyta infiltracio

Bolyhok Kriptak Boholy/kripta | Intraepithelidlis

ardny lymphocyta szam
Marsh 0 Normal magassaguak| Sekélyek 23 <40 / 100 hamseijt
Marsh 1 Normal magassaguak| Sekélyek 2-3 >40 / 100 hamsejt
Marsh 2 Normal magassaguak | Megnyultak 1-2 >40 / 100 hdmsejt
Marsh 3A, 3B, 3C Megrovidlltek Megnyultak <1 >40 / 100 hamsejt

1. Abra. A szovettani mintik coeliakia diagnodzis szempontjabdl torténé kiértékelése a Marsh skala alapjan

(Abra forrasa: Interreg, Focus IN CD projekt (https://celiacfacts-onlinecourses.eu/) alapjan médositva).

A kezdeti coeliakia diagnosztikai protokoll rendkiviil invaziv és hosszadalmas eljaras volt, ahol
a diagnozis kimondasahoz haromszori vékonybél biopszias vizsgalatra volt sziikség: kritérium
volt a sulyos boholyatrofiat mutaté elsé koros szovettani lelet utan a glutén megvonas hatasara
javulo tiinetek és szovettan, majd gluténterhelésre bekovetkezd allapotromlas és szovettani
relapszus (Meeuwisse, 1970). Az 1990-es iranyelv valtoztatasok lehetévé tették, hogy 2 éves
kor felett gluténterhelés nélkiil is ki lehessen mondani a diagnozist (Walker-Smith és mtsai,
1990), majd a szeroldgiai tesztek fejlodésével az antitestek vizsgalata egyre nagyobb szerepet

kapott a diagnosztikaban.

A szeroldgiai markerek koziil elséként a gliadin elleni antitesteket fedezték fel (Heiner és mtsai,
1962), melyek nem voltak tokéletes diagnosztikai markerek, hiszen més korképek esetén is
kimutathatok voltak, mig a coeliakias betegek egy részénél nem (Murray, 1997). Fontos
felismerés volt, hogy az aktiv betegek széruma normal szovetmetszeteken autoantitestekre utald
jellegzetes festédési mintazatot ad, melyet el6bb ragcsalo, majd pedig human szoveti
preparatumokon figyeltek meg. A betegek szérumaban 1év6 antitesteket a megfestett szovettani
képlet alapjan nevezték el, innen szarmaznak az ARA (anti-retikulin antitest, Seah és mtsai,
1971), EMA (anti-endomizium antitest, Chorzelski és mtsai, 1984) és JEA (anti-jejunalis
antitest, Karpati és mtsai, 1990) elnevezések. Csak 1997-ben sikeriilt pontosan meghatarozni,
hogy a jellegzetes festédéseket add szoveti antigén a TG2 (Dieterich és mtsai, 1997), igy
mindharom megnevezés (ARA, EMA, JEA) mogott a TG2-specifikus antitest all (Korponay-

Szabo és mtsai, 2000 illetve Korponay-Szabo és mtsai, 2003).



https://celiacfacts-onlinecourses.eu/

Az EMA immunhisztokémiai eljaras ma is a coeliakia diagnosztika részét képzi, de a
rekombinans fehérjék ¢és peptidek elérhetové valasaval, illetve az ELISA technologia
elterjedésével megjelentek a ma ismert nagy kapacitasti és automatizalhaté diagnosztikai
tesztek. Kimutattak, hogy a dezamidalt gliadin peptidek (DGP) alkalmazasaval a hagyomanyos
gliadin keveréket alkalmazo tesztekhez képes joval nagyobb specificitas és szenzitivitas érték
érhetd el (Prince, 2006), ezért a DGP alapt ELISA teszteket ma is hasznaljak a klinikumban.
Ugyanakkor a coeliakia diagndzisahoz sokkal nagyobb specificitast biztositanak a TG2 ELISA
tesztek (Sulkanen és mtsai, 1998).

A TG2-specifikus antitestek tették lehetévé a magas specificitasi gyorstesztek kifejlesztését
(Korponay-Szabé és mtsai, 2005; Nemec és mtsai, 2006), melyek nagyban segitik a paciensek
sziirdvizsgalatat.

A most hatalyos coeliakia diagnosztikai elvek szerint a gyermekgyogyaszatban mar lehetdség
van a szovettani vizsgalat nélkiili non-invaziv diagnozisra, ha a TG2-specifikus autoantitestek
laboratériumi vizsgalattal meghatarozott szérum koncentracidja meghaladja a hatarérték 10-
szeresét €s a coeliakia autoantitest pozitivitast egy masodik mintabol az EMA eredmény is

igazolja (Husby és mtsai, 2020).

A coeliakia egyedi vonasa, mely elkiiloniti minden mas korképt6l, a célzottan TG2 ellen és
glutén dependens modon termelddé autoantitestek jelenléte. Ezek nem csupan rendkiviili
specificitasi és szenzitivitdsi szerologiai markerei a korképnek, de feltételezhetéen a
pathomechanizmusban is szerepiik lehet. A TG2-specifikus antitestek a szovetekben is
kiterjedten lerakodnak az extracellularis TG2 antigén felszinén (Korponay-Szabé és mtsai,
2004). Az antitestek a vékonybélben, illetve extraintesztinalisan, elsdsorban a kis erek mentén
felszaporodva képesek lehetnek az egyes szervek vérellatasat és ezaltal funkciojat karositani
(Myrsky és mtsai, 2008, Kalliokoski és mtsai, 2013). Ezzel Osszefiiggésbe hozhatok a
coeliakiaban megfigyelt extraintesztinalis karosodasok: majkarosodas (Vajro és mtsai, 2012),
nephropathia (Nurmi és mtsai, 2021) kardiovaszkularis rendellenesség (West és mtsai, 2004),
myopathia (Korponay-Szabo és mtsai, 2004) glutén ataxia (Hadjivassiliou és mtsai, 2006),
0szteoporozis (Bianchi és Bardella 2008).

A coeliakias betegek altal termelt TG2-specifikus autoantitestek az enzim N-terminalis részére
koncentralodé komplex epitop felszinek ellen iranyulnak (2. abra). Két f6 epitop felszint

azonositottak, a diszkontinuus epitdp 1-et (f6 horgonyzé aminosavai: K30, R116, H134, Iversen
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és mtsai, 2013) illetve a konformacios, multidomén epitop 2 felszint (f6 horgonyzé aminosavai:

R19, E153, Simon-Vecsei és mtsai, 2012).

N-terminalis
domén

Epitop 1

K30, R116 H134
Epitop 2

R19, E153

Core domén

B-barrel 1

B-barrel 2
|

2. abra. A TG2 fehérje harmadlagos térszerkezete, doménjei és a coeliakias TG2-specifikus autoantitestek
f6 epitépjai. Az Epitop 1 (rozsaszinnel) és epitdp 2 (z61d szinnel) f6 horgonyzo aminosavai, R = arginin, E =
glutamat, K = lizin, H = hisztidin (PDB DOI: 10.2210/pdb2Q3Z/pdb).

Az autoimmun betegségek soraban megkiilonboztetett helyet foglal el a coeliakia, hiszen ritka
példaja a kondicionalis autoimmunitasnak, ahol az autoantitestek képzddése és a gyulladasos
immunvalasz csak a glutén expozicio idején jelentkezik (Sulkanen és mtsai, 1998).
Gluténmentes diétaval a koros immunfolyamat felfiiggeszthetd, minden reverzibilis kdrosodas
helyreéllithatd, majd ismételt glutén fogyasztassal Gjra eléidézhetd a korkép (Korponay-Szabo
és mtsai, 2005).

A coeliakia pathomechanizmusa még nem teljes kortien tisztazott. Nem ismert pontosan, hogy
a gluténnel szembeni klinikai tolerancia miért sziinik meg és hogyan terel6dik egy exogén
peptidek ellen iranyul6 adaptiv immunvalasz egy autoantigén ellen. A TG2 elleni antitestek
glutén dependens megjelenésére a legelfogadottabb magyarazat a haptén-karrier elmélet (Sollid
és mtsai, 1997). A glutén szubsztratként kapcsolodik a TG2 enzimhez (enzim-szubsztrat
intermedier jon létre) és a reakcio soran glutamin-lizin keresztkotés vagy a reaktiv glutamin
glutaminsavva torténd dezamidacidja kovetkezik be. A glutén és TG2 kozott 1étrejovo
komplexet a perifériara kikeriild autoreaktiv TG2-specifikus B-sejtek felveszik és glutén
reaktiv T-sejteknek prezentaljak, melyek a glutén komponens miatt aktivacios szignalt adnak
az autoreaktiv B-sejteknek. Az elmélet jol magyarazza, hogyan lehetséges TG2-specifikus T-

sejt hianyaban is autoantitestek képzodése. TG2-specifikus T-sejtek jelenlétét a betegekben
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eddig meggy6z6 modon nem sikeriilt igazolni, feltehetéen azért, mert a timuszban a TG2 nagy
gyakorisaggal el6fordulod autoantigén (Thomdzy és mtsai, 1989), igy er0s negativ szelekciod
hathat a TG2-reaktiv T-sejtekre. A TG2-glutén kovalens komplex in vivo keletkezése és a
normal korilmények kozott anergiasnak vélt autoreaktiv B-sejt klonok aktivacidjahoz

hozzajarul6 faktorok azonban még nem teljes koriien igazoltak.

A pathogenezis szempontjabol az is nyitott kérdés, hogy eleve zavart-e a glutén elleni
immuntolerancia megfelel6 1étrejotte, vagy pedig egy meglévd tolerancia bomlik fel a betegség
kialakulasakor. Annyi mindenesetre klinikai tény, hogy a coeliakia megjelenését kovetben az
egész ¢let folyaman glutén-intolerancia all fenn. A coeliakias betegekkel szemben egészséges
személyekben nem sikeriilt kimutatni glutén reaktiv T-sejteket (Molberg és mtsai, 1997),
melynek oka lehet egy aktiv, szerzett immuntolerancia, illetve a HLA-DQ2 ¢és DQS8 negativ

személyekben a megfeleld antigén prezentacios képesség hianya.

Ellentétben mas autoimmun korképekkel, coeliakia esetén az antitestek nem csupan a
diagnosztikdban kisebb-nagyobb sikerrel hasznalhatdé markerek, vizsgalatukkal rendkiviil
legtobb gyulladasos és autoimmun betegségtdl, az antitestek célzott modon, a gliadin peptidek
¢s a TG2 enzim esetében is n¢hany Kkitiintetett epitop ellen irdnyulnak. Ezt jol igazolja azon
megfigyelés, hogy a gliadin elleni, illetve TG2-specifikus antitestek esetében is meghatarozott
B-sejt receptor (BCR) nehéz és konnyiilanc variansok dominalnak, melyek egyeznek a
kiilonboz6 paciensek esetében és csekély szamt szomatikus hipermutacioval jellemezhetok
(Steinsbo és mtsai, 2014 illetve Roy és mtsai, 2017). Hasonlé modon a gliadin specifikus T-sejt
receptorok (TCR) esetén is bizonyos Kkitiintetett a és B-lanc variabilis szegmensek megléte
jellemzé a betegekben (Qiao és mtsai, 2014; Petersen és mtsai, 2015). Ezek az immunologiai
jellegzetességek nemcsak a felnott betegekre, de a gyermekekre is igazak (Hardy és mtsai,
2015). A felnéttkorban felismert coeliakias betegeknél klinikai vizsgalatokkal gyakrabban
mérhetd fokozott antitest valasz szamos egyéb sejtalkotorészre vagy sejttipusra is, példaul
dezmin, aktin, Purkinje sejtek (Teesalu és mtsai, 2001; Schirru és mtsai, 2013; Boscolo és
mtsai, 2010), melyek hosszan fennalld gyulladas és szovetsériilés szekunder kovetkezményei
lehetnek, mivel a masodlagos autoimmun jelenségek aranya Osszefliggést mutat a diagnozisig

eltelt id6vel (Ventura és mtsai, 1999).
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3.2 A glutén prolaminok jellemzése

A glutén prolaminok megnevezés alatt a Pooideae alcsaladba sorolt kalaszos gabonafélék
szemtermésében talalhatd, magas prolin tartalmu, vizben rosszul oldodo fehérjéket értjiik (3.
abra). Ezek a gabonandvények a rozs (Secale cereale), az arpa (Hordeum vulgare), a baza 6si
¢s nemesitett fajtai (Triticum monococcum/Triticum durum/Triticum aestivum), melyek a
Triticeae taxonba sorolhatdk, illetve a zab (Avena sativa), mely az Avenae taxon tagja. Minden
faj esetén mas névvel illetjiik a magban talalhato peptideket: a biza prolaminjai a gliadinok és
a gluteninek, az arpa prolamin fehérjéi a hordeinek, a rozs prolaminjai a szekalinok (ezek
jatszanak szerepet a coeliakia kialakuldsdban). A zab prolaminjai az aveninek, melyek kissé
kiilonalld csoportot képeznek, és altalaban nem valtanak ki coeliakids autoimmunitast. A
prolamin fehérje szupercsaldd masik csoportja a nem glutén prolaminok, ide tartoznak a

kukorica és a rizs prolaminjai.

Csalad Poaceae
Alcsalad Bambusoideae;dei‘ Penlcoidei Chlorodoideae
Torzs Oryzeae Triticeae Avenae Andropogoneae Chloridae
Faj Oryza sativa Triticum Hordeum Secale Avena Zea Sorghum  Eleusine Eragrostis
aestivum vulgare  cereale sativa mays bicolor coracana tef
(rizs) (buza) (arpa) (rozs) (zab) (kukorica) (cirok) (ujjaskales) (teff)
Pro!ap:lln Orizein / B-hordein  szekalin Avenin Zein Kafirin
feherjek Gliadin C-hordein

HMW Glutenin D-hordein
LMW Glutenin y-hordein

3. dbra. A glutén prolamin fehérjék. A Poaceae csalad f6bb tagjai, koztik a glutén prolamin tartalmu
gabonafélék pirossal kiemelten. LMW glutenin = kis molekula tomegi glutenin, HMW glutenin = nagy molekula
tomegii glutenin. Abra forrasa: Tanner és mtsai (2014) alapjan modositva.

A glutén prolaminok csoportjai

A glutén prolaminokat tulajdonsagaik alapjan harom f6 csoportba (4. abra) sorolhatjuk: kénben
gazdag prolaminok, kénben szegény prolaminok és nagy molekulatomegii (HMW) prolaminok
(Shewry és Halford 2002).

Kozos szerkezeti sajatsaguk az N-termindlis szignalpeptid megléte, mely a megfeleld
kompartmentbe torténd transzlokacidjukat biztositja, illetve az N-terminus és C-terminus nem

repetitiv szekvencia, mely kozrefogja a repetitiv szekvenciat tartalmazd centralis szakaszt
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(Balakireva és Zamyatnin 2016). A centralis repetitiv szekvencia prolinban és glutaminban
gazdag ismétlodéseket tartalmaz (innen szarmazik a prolamin elnevezés), melyek minden

csoport esetén egyediek (Kreis és mtsai, 1985).

Kénben gazdag prolaminok
Buza: a-és y-gliadinok, B- és C-tipusi LMW glutenin alegységek
Arpa: B-hordein és y-hordeinek

- Rozs: y-szekalinok

S repetitive region A ! B 1, C R COOM

Kénben szegény prolaminok

Buza: w-gliadinok, D-tipust LMW glutenin alegységek
- Arpa: C-hordein
- Rozs: w-szekalinok

[ S repetitive region COOM

Nagy molekulasulyua prolaminok
- Buza: HMW glutenin alegységek
- Arpa: D-hordein

Rozs: HMW-szekalinok

N S A B repetitive region C COOM

4. abra. A glutén prolaminok egyes csoportjanak szerkezeti sajatsagai. Jelolések: S-szignal szekvencia, A, B
és C konzervalt szekvencidk, I, I3 és I variabilis szekvenciak; a sziirke 6sszekot6vonalak diszulfid hidakat
jelképeznek, a piros gdmbok pedig parositatlan cisztein oldallancokat, a repetitiv régiok megroviditését a kettds
vonasok jelzik. LMW = kis molekula tomegii, HMW = nagy molekula tdmegii. Abra forrasa: Balakireva és
Zamyatnin (2016) alapjan modositva.

A gliadinok jellemzése

A buza glutén prolaminokat oldékonysaguk szerint két csoportra tudjuk osztani (Wieser 2007).
Az alkoholban oldodo frakciot a gliadinok alkotjak, melyek a kénben gazdag, illetve kénben
szegény prolaminok csoportjaba sorolhatok, monomer szerkezetiiek, mivel cisztein
oldallancaik altal csak intramolekularis diszulfid hidakat tudnak képezni (Singh és MacRitchie
2001). Az alkoholban nem, viszont hig savakban és lugokban old6dé frakciot a gluteninek
adjak, melyek a nagy molekulatomegli prolaminok kozé tartoznak, képesek intermolekularis
diszulfid hidakat kialakitasara is, igy polimereket képeznek, és a gliadin frakciohoz is képesek
kapcsolodni (Muccilli és mtsai, 2005).

A gliadin frakcioban alacsony pH-n végzett natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforezis (SDS-PAGE) soran mutatott mobilitasuk alapjan négy alcsoportot tudunk
elkiiloniteni: o/f, y és o gliadinok (Wieser 2007). Az a. és B- gliadinokat nagyfokt hasonlosaguk
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miatt egy csoportba szokas sorolni (Zilic és mtsai, 2011), a tovabbiakban egylittes jelolésiik a-
gliadinként torténik.

Az a- és y-gliadinok szekvenciajuk és szerkezeti tulajdonsagaik alapjan is nagyon hasonloak,
mig az w-gliadinok kissé elkiiloniilé csoportot alkotnak. Az a- és y-gliadinok a-hélixeket és -
redoket tartalmazo szerkezetét diszulfidhidak és intramolekularis hidrogénhidak stabilizaljak
(Shewry és Halford 2002). Szolubilis formaban a prolin gazdag peptidekre jellemz6 a 1. tipusa
poliprolin konformaciod (Adzhubei és mtsai, 2013), mely elényds a f6 hisztokompatibilitasi
komplex Il (MHC 1) tipust molekulakhoz valé kot6dés soran (Jardetzky és mtsai, 1996).

crer

(PQPQPFP) és pentapeptid (PQQPY) szekvencia ismétlédése (Balakireva és Zamyatnin 2016).

3.3 A gliadin peptidek immunogenitisa

A glutén prolaminok proteaz rezisztencidja

A taplalékkal bekeriilé glutén kiterjedt processzalason esik 4at, mieldtt a beldle szdrmazd
peptidek a lamina propria rétegben talalkoznanak az antigén prezentald sejtekkel (Kelly és
mtsai, 1988). A bél lumenében és a kefeszegélyben tapasztalhatd proteolitikus aktivitas
eredményeként a legtobb fehérje néhany aminosavbdl alld peptid fragmensekre bomlik, a
prolinban gazdag glutén peptidek azonban csak limitaltan degradalodnak. A human intesztinalis
protedz enzimek ugyanis prolin mellett altalaban nem tudnak hasitani, igy akar 20-30 aminosav
hosszusagu oligopeptidek is képesek fennmaradni, melyek kelléen hossztak, hogy az MHC Il
molekulak peptidkotd zsebét elfoglaljak, igy potencialisan immunogének (Qiao és mitsai,
2009). Erre példa a 33-mer a-gliadin és a 26-mer y-gliadin peptid. Ezek extenziv gyomor,
pankreasz ¢s kefeszegély enzimekkel torténd inkubaciot kovetden is intaktak maradnak (Shan
és mtsai, 2005), s6t in vitro képesek gatolni a degradaciot végzo prolil-oligopeptidaz enzimeket

(Garcia-Horsman és mtsai 2007).

A glutén prolaminok felszivodasa

A részlegesen emésztett, immunogén gliadin peptidek képesek atjutni az intesztinalis epithél
barrieren. A folyamathoz nem kotheté specifikus receptor, viszont leirtak transzcitozis altal
zajlo transzcellularis transzport folyamatukat (Matysiak-Budnik és mtsai, 2003) illetve az
endocitozissal torténd felvételiiket (Schumann és mtsai, 2008) is. Manifeszt coeliakias

betegekben a horizontalis tight junction kapcsolatok szama lecsdkken (Schulzke mtsai, 1995),
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igy csokken a transzepithelidlis rezisztencia és megnd a paracelluldris gliadin transzport
mértéke is (Matysiak-Budnik és mtsai, 2003).

A gliadin peptidek epithél rétegen torténd atjutasanak kiilonleges esete lehet a CD71 transzferin
receptoron at IgA molekulahoz (Matysiak-Budnik és mtsai, 2008), illetve neonatalis Fc

receptoron at IgG molekulahoz kapcsolt transzcitozisuk (Yoshida és mtsai, 2004).

A toxikus hatasu gliadin peptid

A p31-43 a-gliadin fragmens (LGQQQPFPPQQPY) in vitro vizsgalatok alapjan egy kiilonos,
ugynevezett ’toxikus’ hatassal bir6 peptid. Ez a peptid Caco2 sejtvonalon, illetve coeliakias
paciensektdl szarmazd primer biopszia kultaran megndvekedett sejt proliferacidt, az aktin
halézat atrendez0dését, reaktiv oxigén gyok képzodést, TG2 aktivaciot és NFKB aktivaciot idéz
el6 (Barone és mtsai, 2014). Az emlitett stressz hatasokért a peptid azon tulajdonsaga felel6s,
hogy képes megakasztani a korai endoszoma érési folyamatat, igy megnoveli az endoszéma
recirkulaciot és a sejtfelszini EGF/EGFR (epidermalis névekedési faktor receptor) expoziciot
(Barone és mtsai, 2010). A p31-43 peptid ezaltal elkeriilheti a lizoszoman at vezet6 MHC |1
prezentacios Utvonalat, viszont adaptiv immunvélasz helyett a velesziiletett immunitast képes
aktivalni és TLR7 fiiggd modon gyulladasos INFo termelddést valt ki (Nanayakkara és mtsai,
2018). A vezikularis korforgas megvaltozasaval gyakoribba valik az IL-15/IL-15Ra
(interleukin-15 receptor o) transzprezentacioja és megnd az IL-15 expresszio is (Barone és
mtsai, 2011), mely az intraepithelidlis limfocitak aktivacidjahoz vezethet és a gluténnel

szembeni oralis tolerancia megsziinésének egyik oka lehet (Mention és mtsai, 2003).

A glutén prolaminok TG2 medialt dezamidacioja

A coeliakia egy tipikus példaja azon humén betegségeknek, ahol a fehérjék poszttranszlacios
modositasa kulcsszerepet jatszik a pathogenezisben, hiszen az epithél rétegen atjutdé glutén
prolaminok immunogenitasat tovabb noveli a TG2 enzim altali dezamidacio6 (5. abra). A TG2
szinte minden szovetben intra- és extracellularisan is jelen 1évé multifunkcionalis
(transzamidaz, dezamidaz, GTP-az) enzim, mely aktivaciojahoz mM nagysagrendii Ca?*
koncentracié meglétét igényli és szamos fizioldgias folyamatban (sejtadhézio, extracellularis
matrix felépités, G-protein fliggd jelatvitel, apoptozis) részt vesz (Lorand és Graham 2003). Az
extracellularis térben a TG2 enzim aktivitasat tobb faktor hatdrozza meg, ezek kozé tartozik az
oxidativ kornyezet, mely normal koriilmények kozott rovid id6 alatt inaktivalni képes az

enzimet (Stamnaes és mtsai, 2010). A gyulladas és szoveti karosodas soran felszabaduld
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gyulladasos mediatorok viszont novelik a TG2 enzim aktivitasat (Siegel és mtsai, 2008) és az

intracellularis térbol torténd fokozott TG2 felszabadulédssal jarnak.

R R
0 o 0 0
HN HN
NH, + H,0 —_— OH + NH,
o [TG2] ©
NH NH
R R

5. abra. A TG2 medialt dezamidaz reakci6 altalinos sémaja. Abra forrasa: Lexhaller és mtsai (2019).

A glutén prolaminok atlagosan 35% glutamint és 25% prolint tartalmaznak, nativ forméaban
nagyon kevés negativ t6ltésii aminosavval rendelkeznek (Qiao és mtsai, 2009), viszont a
coeliakiaval asszocidlt HLA-DQZ2 vagy DQS8 Ild6kuszok altal kodolt MHC II molekulak
peptidkotd zsebei tobb pozicidban is elényben részesitik a negativ oldallancu aminosavakat (6.
abra). A DQ2 MHC II molekulak a P4, P6 és P7 poziciokban, mig a DQ8 MHC II molekulak
P1 és/vagy P9 pozicioban preferaljak a negativ oldallancok kotését (Tollefsen és mtsai, 2006).

HLA-DQ2

HLA-DQ8

6. abra. A HLA-DQ2 és DQS8 molekulak gliadin peptid kotési preferenciainak sematikus abrazolasa. P1-P9
a HLA molekula peptidkotd zsebének pozicioit jeloli, mig a peptid szekvenciaban a pirossal jelolt glutamat (E)

aminosavak TG2 altali dezamidécio eredményeként jottek 1étre. Abra forrasa: Qiao és mtsai (2009).

A TG2 dezamidaz aktivitasa altal a glutén prolaminok bizonyos pozicidiban talalhatd pozitiv
toltésti glutamin oldallancok poszttranszlacids modositds eredményeként negativ toltésti
glutamat oldallancokka alakulnak (Piper és mtsai, 2002). A TG2 medialt dezamidacio soran az
enzim szamara jellemzOen preferalt QXP, QXPF/Y, illetve QXXF/Y szekvencia
motivumokban talalhaté glutamin a glutén prolaminokban (Vader és mtsai, 2002), igy
megfeleld szubsztratok a TG2 szamara (Dorum és mtsai, 2009).

A dezamidacié kovetkeztében a TG2 katalitikus aktivitdsa szelekcios hatast fejt ki a glutén

prolamin szekvenciakra, mivel a dezamidalt gliadin peptidek (DGP) nagyobb affinitassal
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képesek kotédni a coeliakiara hajlamositd HLA-DQ molekulakhoz (Skipper és mtsai, 1996),
stabilabb komplexet képeznek veliik, igy a CD4+ T-sejtek iranyaba hatékonyan tudnak
prezentalodni (Qiao és mtsai, 2005).

A TG2 enzim azonban nemcsak dezamidalni képes a gliadin peptideket, hanem keresztk6td
aktivitasa révén fehérjékbe is képes beépiteni dket izopeptid kotés 1étrehozasaval (Szabolcs és
mtsai, 1987). Tobb tanulmanyban vizsgaltak, hogy milyen kdrnyezeti tényezok segitik el a
dezamidaciot a TG2 keresztkotd alapmikodésével szemben. Megallapitottak, hogy a gliadin
peptidek kozvetlen dezamidacidja elsésorban alacsony pH-n jellemz6 (Fleckenstein és mtsai,
2002), illetve ha a keresztkotésre nem all rendelkezésre elegendd primer amin. Ugyanakkor a
TG2 képes egy mar kialakitott izopeptid kotést is felbontani, ez a gliadin peptidek glutamin
oldallancanak kozvetett dezamidacidjaval jar (Stamnaes és mtsai, 2008). Régota ismert, hogy a
TG2 mas fehérje szubsztratok hianyaban egy masik TG2 enzimbe is kovalensen beépitheti a
gliadin peptideket (Fleckenstein és mtsai, 2004). A TG2 keresztkoté aktivitasa kapcsan
felmeriilt a neoepitop elmélet, mely szerint egy megvaltozott sajat antigén felszin johet 1étre a
gliadin peptidek egyes fehérjékbe torténd beépiilésének kovetkeztében, mely autoimmun
folyamatot indithat meg (Lerner és mtsai, 2016). Azonban a TG2 és a gliadin koz6tt in vitro
kialakitott kovalens komplex nem alkot j mindségii neoepitop felszint, hisz a TG2 és a gliadin

komponensre kiilon-kiilon mérhet6 a reaktivitas, 6nalld antigénként is megalljak a helyiiket.

3.4 A gliadin peptidek HLA prezentacioja

A HLA-DQ2 molekuldk P4, P6 és P7 pozicidkban, mig a DQ8 molekuldk P1 és/vagy P9
pozicidban részesitik eldnyben a negativ toltésti aminosavakat (Tollefsen és mtsai, 2006),
melyek a TG2 altali dezamidaci6 soran jonnek 1étre a glutén peptidekben (Piper és mtsai, 2002).
Emellett a coeliakiaval asszocialt HLA-DQZ2 molekulak képesek toleralni, st bizonyo0S
poziciokban preferalni a prolint. A legtébb MHC II molekula szamara a prolin nem preferalt
aminosav, mivel prolinon keresztiil nem johet létre hidrogén-hid. A HLA-DQ2 molekulak
kivételt jelentenek, mivel bizonyos pozicidkban (P1, P3, P5 és P8) elfogadjak a prolin jelenlétét
¢és stabil MHC Il-peptid komplex jon létre a T-sejtek irdnyaba torténd prezentacidhoz, ezt
igazoljaa HLA-DQ2-al-gliadin komplex kristaly szerkezete (Kim és mtsai, 2004). Fontos, hogy
a DQ2 az egyetlen DQ tipus, mely P1 pozicioban képes elfogadni a prolint (Stepniak és mtsai,
2008) és az eddig ismert T-sejt epitopok kozel fele az els6 pozicioban prolint hordoz.

mivel a P1 pozicidban nem fogadnak el prolint a peptidk6td zsebben (Bergseng és mtsai, 2008),
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igy nem képesek prezentalni az immun-dominans peptidek tobbségét. Ezzel indokoljak, hogy
a DQS8 1okuszok megléte alacsonyabb kockazatot jelent a coeliakia kifejlédésének

szempontjabol.

A coeliakia eré6s HLA asszocialtsagot mutat, joval nagyobb mértékiit, mint az mas autoimmun
betegségek esetén megfigyelhetd (Thorsby és Lie 2005). Ennek megfeleléen el6fordulasara
csaladi halmozddas jellemz6. A HLA gének alléljei haplotipus blokkokban 6roklédnek. Ezen
MHC II molekuldk a hivatasos antigén prezentalo sejtek (makrofagok, dendritikus sejtek és B-
limfocitadk) felszinén taldlhatok meg és a CD4+ T-sejtek felé iranyuld exogén antigén
prezentacioban vesznek rész (Rock és mtsai, 2016).

Az MHC II molekuldk a és B-lancat kodolo HLA 16kuszok polimorfak, a populacidoban
eloforduld allélek koziil a 7. abran szerepld valtozatok mutatnak Osszefiiggést a coeliakia
kialakulasaval. A coeliakids személyek korében a leggyakoribb a HLA-DQ2.5 genotipus, azaz
a DQA1*05:01 és DQB1*02:01 allélek megléte (Sollid és mtsai, 1989). Gyakori még a HLA-
DQ8 genotipus (DQA1*03 és DQB1*03:02 allélek) (Lundin és mtsai, 1994). A betegek kb.
15%-a HLA-DQ2.2 (DQA1*02:01 ¢és DQB1*02:02 allélek) és egyidejileg DQ7.5
(DQAT1*05:05 és DQB1*03:01 allélek) genotipussal rendelkezik, akiknél a *05:05 a-lanc és a
*02:02 B-lanc a DQ2.5 (cisz-DQ2) genotipussal funkcionalisan egyenértékii heterodimert
(hgynevezett transz-DQ2-t) hoz 1étre (Sollid és Thorsby, 1993). A magyar népességben a transz
DQ2 egy ritkabb valtozata is eléfordul, melynél a heterodimer B-lanca azonos ugyan, de a
DQ2.2 helyett a DQ2.3 haplotipusbol (DQA1*03:03 és DQB1*02:02) adddik, és ezért eltérd
DQA1 tipizalasi eredményt ad. A coeliakids betegek kis szazalékanal a HLA-DQ2.2
(DQA1*02:01 ¢és DQB1*02:02) egyediil van jelen, mig a csak DQ7.5 (DQA1*05:05 és
DQB1*03:01 allélek) mellett a coeliakia extrém ritkan fordul el6 (Karell és mtsai 2003), €s
valoszinii, hogy ezekben a betegekben a masik kromoszéman 1év0 nem azonositott vagy varians
szerkezeti DQ?2 jellegli molekula jarul hozza a sikeres glutén peptid prezentacidhoz.

Ezen allélek tehetok feleldssé a glutén prolaminok CD4+ T-sejtek irdnyédba torténd antigén
megkdtni €s hatékonyan prezentdlni a glutén prolaminokat, ezért nem indul elleniik coeliakias

jellegli adaptiv immunvalasz HLA-DQ2/DQ8 negativ személyekben (Molberg és mtsai, 1997).

19



A és B lanc allélok
DQ heterodimer | DQA1 DQB1 Coeliakia rizikd

HLA-DQ2.5 05 02 magas
HLA-DQ2.2 02 02 dnmagaban alacsony !
HLA-DQ2.3 03 02 dnmagaban alacsony !
HLA-DQ7.5 05 03:01 dnmagaban elhanyagolhato ?

HLA-DQ8 03 03:02 mérsékelt
HLA-DQB8.5 05 03:02 mérsékelt

7. abra. A coeliakias személyekben leirt HLA-DQ genotipusok, az MHC molekuldkat kédolé allélcsoportok
és azok coeliakia kialakulasaval 6sszefiiggd kockazata. Abra forrasa: Sollid és mtsai (2012) alapjan médositva.
1DQ7.5 alléllel egyiittesen eléfordulva azonban kozepes kockazatot jelent, mert a DQ2.5-vel funkciondlisan
egyenértékil heterodimert képez, 2DQ2.2 vagy DQ2.3 alléllel egyiittesen eléfordulva azonban kdzepes kockazatot
jelent, mert a DQ2.5-vel funkcionalisan egyenértékli heterodimert képez.

A coeliakia kialakulasanak nélkiilozhetetlen feltételének latszik a betegségre hajlamosité HLA-
DQ2 ¢és DQS8 allélek megléte, de onmagaban nem elégséges hozza, hiszen a coeliakia
incidenciaja (~1%) joval alacsonyabb, mint ezeknek a HLA-DQ alléleknek a gyakorisaga
(~30%) a human populacioban (Gujral és mtsai, 2012). A coeliakia kialakulasahoz tovabbi
egyéb genetikai faktorok és kornyezeti tényezok egyiittes hatasa sziikséges (Sollid és mtsai,
2013).

Feltételezhetden a coeliakianak a HLA-asszocialtsdgon feliil is van genetikai faktora. Ezidaig
39 olyan egyedi nukleotid polimorfizmust (SNP) azonositottak, melyek riziko faktorok
lehetnek, illetve szerepiik lehet a coeliakia kifejlédésében (Trynka és mtsai, 2011). A feltart
SNP-k féképp T- és B-sejt funkciokhoz kothetd 16kuszok intronikus szakaszaiban talalhatok,
igy hatasukat valdsziniisithetéen a génexpresszios szabalyozasban fejtik ki (Withoff és mtsai,
2016).

A glutén prolaminok MHC |1 fiiggd prezentacidja kapcsan szdmos coeliakiara jellemz6 glutén
T-sejt epitopot irtak le. Coeliakia T-sejt epitopoknak nevezziik azon glutén prolaminokban
fellelhet6 szekvencia szakaszokat, amelyekrdl bizonyitott, hogy képesek legalabb egy adott
specificitasu T-sejt klont aktivalni és ez az aktivacios folyamat MHC II prezentacids ton
torténik, tovabba bizonyitott médon rendelkeznek olyan 9 aminosav hosszusagl szakasszal,
mely az MHC II molekulak peptidkotd zsebeibe illeszkedni képes (Sollid és mtsai, 2012). Ezen
epitopok T-sejtek altali felismerése nem korlatozodik 9 aminosavra, viszont ez az a szakasz,

mely alapjan az MHC II molekulak peptidkotd zsebe szelekciot végez (Sollid és mtsai, 2012).

A 8. abra bemutatja az 0sszes eddig leirt coeliakia T-sejt epitopot. Szembetiing, hogy ezen
epitopok dominans része gliadin peptidekbdl szarmazik. A legtdbb epitop HLA-DQ2.5 fiiggd,
tovabba a HLA-DQ2.5 molekulak nemcsak gliadin, hanem glutenin, szekalin, hordein
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crer

prolamin peptidek ellen irdnyuld adaptiv immunvalasz kifejlédésének szempontjabol a HLA-
DQ2.5 genotipus megléte jar a legnagyobb rizikoval (Sollid és mtsai, 2012), homozigota
formaban pedig még nagyobb kockazatot jelent a gén ddzis hatas elv okan (Ploski és mtsai,
1993).

Az irodalomban ezidaig 6sszesen 8 o és 13 y-gliadinbdl szarmazo coeliakiaval asszocialt T-sejt
epitopot azonositottak (Sollid és mtsai, 2020). A T-sejt klon aktivacios kisérletek soran az o €s
v-gliadinok hasonloan potens immunogénként viselkedtek (Qiao és mtsai, 2005, Tollefsen és
mtsai, 2006, Dorum és mtsai, 2010; Raki és mtsai, 2017). Az egyik legdominansabb glutén
specifikus CD4+ T-sejt aktivalo peptid fragmens, a 6 egymassal atlapolo epitdpot tartalmazo
33-mer peptid (Shan és mtsai, 2002). A 33-mer peptidbdl szarmazik a p57-68 a-gliadin
fragmens (QLQPFPQPQLPY), mely a DQ2.5glia-al T-sejt epitopnak felel meg.

A produktiv antigén prezentaci6 eredményeként a Kkitlintetett gliadin peptidek ellen Thl
immunvalasz zajlik (Nilsen és mtsai, 1995). Az antigén prezentacid megvalositoi foképp
dendritikus sejtek lehetnek, mivel aktiv coeliakia idején a mukoézalis dendritikus sejtek
szamanak megsokszorozodasat sikeriilt kimutatni a lamina propriaban (Rdki és mtsai, 2006).
Glutén specifikus B-sejt klonok is végezhetnek prezentaciot a T-sejtek iranyaba (Léhdeaho és
vezet, a folyamat eredményeként pedig IgA és IgG izotipusu gliadin elleni antitestek

termel6dnek.
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Epitop HLA-DQ peptid kdtézseb Epitop HLA-DQ peptid kdtézseb

DQ2.5 filgad epitépok 123456789 DQ2.2 filggé epitopok 123456789

DQ2.5-glia-ala PFPQPELEPY DQ2 2-glia-a1 QGSVQPQQL

DQ2 5-glia-alb PYPQPELPY DQ2 2-glia-a2 QYSQPEQPI

DQ2.5-glia-o2 PREELPYRQ DQ2.2-glut-L1 PFSEQEQPYV

DQ2 5-glia-a3 FRPEQPYPGDQ

DQ2.5-glia-y1 PRQQSFPEQR DQ8 fiiggd epitdpok

DQ2 5-glia-y2 IQPEQPAQL DQ&-glia-al EGSFQRQPSQE

DQ2 5-glia-y3 PEQPYP :

DEQSQII'avﬁl EQPEQEFEQ DQs-glia-ya EQPQQPFEQ

DQ2.5_g|'Ia_Y Z @ @ @ DQ8-glia-y1b EQPQQPYPE
~>-glia-y4 PRPEQEFPQ DQ8-glia-y2 PQQSFPEQE

DQ2.5-glia-y4c QQPEQ@PFPGQ

DQ2 5-glia-yad PQPEQPFCQ DQ8-glut-H1 QGYYPTSPGQ

DQ2.5-glia-yde LRQPEQPFPQ

DQ2.5-glia-ys QRQPFFFPFEQPEQ DQ8.5 fugad epitdopok

DQ2 .5-glia-w1 PFPQPEQPF DQ8.5-glia-al EGSFQPSQE

_glia- P EQPFPW

DQ2.5-glia-w?2 Q Q DQ8&.5-glia-y1a PQQ@SFPEQE

DQ2.5-glut-L1 SESEQEQEV DQ8.5-glut-H1 QGYYPTSERQ

DQ2.5-glut-L.2 FSQQQESPFE

DQ2.5-hor-1 PFPQPEQPF

DQ2.5-hor-2 PRQDPEQPFEFPD

DQ2.5-hor-3a PIPEQPQPY

DQ2.5-hor-3b PYPEQPQPY

DQ2.5-sec-1 PFPQPEQEPEF

DQ2.5-sec-2 PQPEQPFPQ

DQ2.5-sec-3 PFPEQPEQT

DQ2.5-ave-1a PYPEQEETP

DQ2.5-ave-1b PYPEGQEGQEP

DQ2 5-ave-1c PYPEGQEGQPTI

8. abra. A glutén prolaminokban eddig leirt coeliakia CD4+ T-sejt epitopok (megjegyzés: a T sejt altal
felismert peptidek a feltiintetettnél hosszabb szekvenciak, de a tablazat csupan az MHC II molekulak peptidk6td
zsebébe illeszkedd 9 aminosavas szakaszt tiinteti fel). Abra forrasa: Sollid és mtsai (2020) alapjan modositva.

3.5 Gliadin elleni antitestek a coeliakiaban

A termel6do antitestek (szolubilis B-sejt receptorok) altal felismert glutén prolamin szekvencia
motivumok a coeliakia B-sejt epitopjai, melyekr6l jelenleg nincs a T-sejt epitopokéhoz hasonlo
rendszerezett ismeretiink.

A gliadin B-sejt epitopjainak feltérképezésére az elsé atfogd probalkozas Osman és
munkatdrsai (2000) nevéhez fiizédik, akik a PQQ motivumot azonositottak, mint a gliadin-
specifikus antitestek szdmara f6 immunogén szekvenciat, és leirtdk az a-gliadinokra jellemzd
QXQPFP epitopot is, mely a p31-43 és a p57-68 peptid fragmensekben is megtalalhatd. Késébb
Schwertz és munkatarsai (2004) Kiterjesztették ezeket az ismereteket, vizsgalataikban a
PQQPFP motivumot hordozo peptidek voltak a dominans antigének. (A dezamidacio

eredményeként a PQQ motivum PEQ formaban jelenik meg a gliadin peptidekben). Ezen

szekvencia fontossagat bizonyitottak Choung és munkatdrsai (2016) is, akik 12 taga peptid
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konyvtar sziirési vizsgalat soran arra az eredményre jutottak, hogy a coeliakias betegek gliadin
specifikus antitestjei, a P(Q/E)Q ¢és PFP szekvencia motivumokat hordozé peptideket ismerik
fel a leghatékonyabban.

Dorum és munkatarsai (2016) pedig coeliakias betegek vékonybél biopszia mintaibol klonozott
antitestek vizsgalata soran azt talaltdk, hogy komplex glutén elegybdl torténd
immunprecipitacio eredményeként az antitestek altal leggyakrabban megkotott peptidek a
QPEQPFP szekvencia motivummal jellemezhetdk (9. abra). A QPEQPFP motivum egybeesik
a coeliakias T-sejtek altal is gyakran felismert DQ2.5-glia-y4c és DQ2.5-glia-o2 epitopokban

is megtaldlhat6 szekvencidval.

Gyakorisaga az
Motivum Szekvencia immunprecipitdlt | %
peptidekben
3tagu | PQO 257/257 100%
4 tagu PQQP 252/257 98%
5tagd | QPFPQ 251/257 98%
6tagu | QQPFPQ 250/257 97%
7 tagi | QPQQPFEP 245/257 95%
8tagl |[QPQOPEFPQ 244/257 95%
9tagu |QQPQOPFPQ 216/257 84%
10 tagl | POQQPQQPFPQ 167/257 65%
11 tagu | QPQQPFPQQPQ 108/257 42%
12 tagll | QPQQPFPQQPQQ 103/257 40%
13 tagl | QPQOPFPQOPQOP 80/257 31%
14 tagl | PQQPEFPQQPQQPFP 66/257 26%
15tagu | QPQQPFPQOPQQOPFP 66/257 26%

9. dbra. A coeliakias betegekbdl klénozott gliadin elleni antitestek altal leggyakrabban felismert szekvencia
motivumok. Abra forrasa: Dorum és mtsai (2016) alapjan modositva.

Immunolégiai kuridzumnak szamit, hogy nagy szamban vannak azonos vagy kozel azonos T-
sejt és B-sejt epitopok a gliadinok esetében (Osman és mtsai, 2000; Darum és mtsai, 2016), ez
megsokszorozza a humoralis immunvalasz hatékonysagat. Az epitopok egybeesése azért
lehetséges, mivel a szervezetben el6forduld 20-30 aminosavas gliadin peptidek nem
jellemezhetok harmadlagos térszerkezettel igy nemcsak a T-sejtek felé prezentalt fragmenseik,
de B-sejt epitopjaik is linearisak.

Mivel a T-sejtek szamara az a és y-gliadinok hasonldéan potens immunogének, ezért meglepd,
hogy a hasonlé modon lineéris €és a T-sejt epitopokkal nagyban atfedd gliadin B-sejt epitdpok
antitestek altali felismerése soran egyértelmiien a y-gliadinok a preferalt antigének (Srinivasan

és mtsai, 2013, Dorum és mtsai, 2016), jollehet, a T-sejt fliggd valasz soran pozitiv szelekcios
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hatast kellene élveznie azoknak a B-sejt klonoknak, melyek a T-sejtek szamara is immunogén

a-gliadin peptideket prezentalnanak.

IGHV3-23/IGLV4-69 IGHV3-15/IGLK4-1

\.'9

.

CDR-L3

10. abra. Gliadin specifikus B-sejt klonokbol létrehozott Fab antitestek és PLQPEQPFP y-gliadin peptid
komplex kristaly szerkezete (PDB DOI: 10.2210/pdb51FJ/pdb, illetve 10.2210/pdb51JK/pdb). Abra forrasa: Snir
és mtsai (2017).

Poliklonalis szérum antitestek vizsgalata soran leirtak, hogy a coeliakias betegek antitestjei
hatékonyabban ismerik fel a dezamidalt gliadinokat mint a nativ gliadinokat (Osman és mtsai,
2000; Aleanzi és mtsai, 2001), ugyanakkor Snir és munkatarsai (2017) eredményei Szerint, a
gliadin elleni antitest klonok tobbsége nem kizardlagos mddon ismeri fel a dezamidalt
peptideket. A vékonybél biopszia mintabol klonozott B-sejt receptor és gliadin peptid
komplexek kristalyszerkezetét vizsgalva megallapitottak, hogy a klénok tobbsége a nativ és a
dezamidalt gliadin peptidet is képes megkdtni, mig kisebb részik, az eltérd kotdzseb
szerkezetbdl adodoan, kizdrdlagosan a negativ toltéssel rendelkezé dezamidalt peptidet képes

felismerni (10. abra).

A legtobb betegséghez hasonléan, a coeliakia esetében is hianyos ismereteink vannak a
megeldzd latens periddus soran lejatsz6dd immun folyamatokrol. A coeliakia kérképének
tanulmanyozasahoz nem all rendelkezésre megfelel6 allatmodell (Korneychuk és mtsai, 2015).
A glutén fogyasztas hatasara bekovetkezé TG2-specifikus autoimmun valaszt és a jellegzetes
boholyatrofiaval jard szévettani karosodast nem sikeriilt HLA-DQ és T-sejt receptor (TCR)
humanizalt egér modellekben (de Kauwe és mtsai, 2009; du Pré és mtsai, 2020; Abadie és
mtsai, 2020) sem megfelel6 analogiaval 1étrehozni, igy a korfolyamat tanulmanyozasara a
legmegfelelobb modszert jelenleg is a prospektiv klinikai vizsgalatok soran gyiijtott mintak

tanulmanyozasa jelenti.
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4. Célkitiizések

Jelen tanulményban célul tliztiik ki a gliadin elleni humoralis immunvalasz korai életkortdl vald
coeliakia diagnodzis idején detektalhatd szérum antitestek tulajdonsagait. A vizsgalatokhoz
prospektiv, nemzetkdzi klinikai tanulmanyok (ProCeDE, PreventCD) soran gyiijttt szérum
mintakat, affinitas-tisztitott human antitesteket, antigénként pedig a coeliakiaban leirt

immundominans epitopokat hordozé szintetikus peptid szekvenciakat hasznaltunk fel.

A PreventCD vizsgalat kiilonlegessége, hogy a résztvevok egy része randomizalt, kettés vak
moédon (a tolerancia indukci6 reményében) a csecsemodkor elsd felében standardizalt és
uniformizalt glutén expozicidban részesiilt, igy a glutén idébeli hatdsait és a kivaltott
immunvalasz epitop specificitasat és kinetikdjat egy experimentalis farmakologiai vizsgalattal

gyakorlatilag egyenértékii, human koriilmények kozott lehetett tanulméanyozni.

Ebben a munkaban kozvetlen modon vizsgaljuk a coeliakiaban kulcsszerepli p31-43, illetve
alapjan — ténylegesen eldforduld, vad tipusu Val?** TG2 enzimmel, majd nativ, illetve
dezamidalt formajuk antigenitasat y-gliadin peptidekkel Osszevetésben szérum antitestek
segitségével teszteljilk. A hasonld gliadin szekvencia motivumok kozott esetlegesen fennallo
immunolodgiai keresztreakciot egyedi gliadin peptid szekvenciak altal affinitas tisztitott antitest

populéciok segitségével térképezziik fel.

Coeliakia rizikoval rendelkezé gyermekek esetén korai életkortol kezdve nyomon kovetjiik a
gliadin elleni antitestek megjelenését, az antitestek nativ, illetve dezamidalt szekvenciak iranti
preferencidjat, tovabba az antitestek immun-dominans epitop iranti affinitdsdnak valtozasat.
Megvizsgaljuk a gliadin elleni antitestek coeliakia kialakuladsara vonatkozé predikcios erejét,

illetve a TG2 elleni antitestek megjelenésének koriilményeit és epitop specificitasat.
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5. Betegek és modszerek
5.1 Betegmintak

A vizsgélatainkban hasznalt szérum mintak egyrészt 69 kezeletlen magyar coeliakias betegtdl
szarmaznak (életkor tartomany 1,8 - 17,3 év, median 6,2 év), akik részt vettek a ProCeDE
elnevezésli nemzetkdzi tanulmanyban, mely a diagnosztikai tesztek pontossagat vizsgalta anti-
TG2 pozitiv egyéneken (Werkstetter és mtsai, 2017). Tovabba felhasznaltunk 122 csecsemotol
szarmazo 720 szérum mintat, akik a PreventCD elnevezésti prospektiv klinikai tanulmanyban
(http://lwww.preventceliacdisease.com, Vriezinga és mtsai, 2014) vettek részt, és érintett
csaladtagjaik révén magas genetikai rizikoval rendelkeznek a coeliakia kialakulasara. A szérum
mintak 4, 6, 9, 12, 24, illetve 36 honapos korban keriiltek begyiijtésre (illetdleg a coeliakia
diagnodzisakor, amennyiben ez ettdl eltérd idépont volt). A vizsgalatban 2007 és 2010 kozott
sziiletett csecsemOk vettek részt, akik elséként HLA-DQ genotipizalason estek at, majd a
DQ2.5, DQ2.2 vagy DQ8 riziko alléleket hordozok randomizalt médon kertiltek az intervencios
(A), illetve a placebo (B) csoportba. Az A csoportba keriilt csecsemdk 4 és 6 honapos koruk
kozott napi 200 mg tisztitott vitalis glutén készitményt kaptak (Danone Research BV,
Wageningen, Hollandia), mig a B csoportba keriilt csecsemdk ezen iddszakban laktoz tartalmu
placebo készitményt kaptak kettés vak elrendezésben. Az étrendi intervenciot kovetden
mindkét csoportba tartozé csecsemdk azonos méddon, fokozatosan emelkedd adagban kaptak
glutént 7-10 hoénapos korban, ezutdn szabadon fogyasztottak glutén tartalmt ételeket. A

gyermekek kovetése most is folyik, jelenleg 11-14 évesek.

A coeliakia diagnozisat minden esetben EMA pozitivitassal és Marsh III 1ézi6 fennallasaval
igazoltak. A tanulmanyban val6 részvétel és a mintagyiijtés a sziilok beleegyezésével tortént,
akik engedélyezték, hogy a begylijtott szérum mintakat kiilonb6z6 laboratoriumokban antitest
vizsgalatoknak vessék ald. A 122 gyermek a nemzetkozi vizsgalat magyar (n=62) és német
(n=60) résztvevoi koziil keriilt bevalogatasra. A ProCeDE és PreventCD tanulmanyhoz
sziikséges etikai engedélyeket a résztvevo centrumok orvosi etikai bizottsaga és a nemzetkozi
koordinalé intézetek bizottsdgai is megadtik, illetve lokélisan a Heim Pal Orszagos
Gyermekgyogyaszati Intézet (Budapest, Magyarorszag) etikai bizottsaga is engedélyezte a

tanulmany sordn begylijtott szérum mintak vizsgalatat.

Az eredeti PreventCD tanulmanybol kizarasra keriiltek a HLA-DQ riziké allélekre negativ
csecsemok, viszont a PreventCD tanulmanyba torténd bevalogatas lezarultat kovetden, sziiloi

kérésre a HLA-DQ rizik¢ allélek ismeretének hidnyéaban is elvégezték a glutén intervenciot az

26



eredeti tanulmanyban résztvevok fiatalabb testvéreinek egy részénél, mely a fentivel azonos
modon zajlott, de a vitalis glutén készitmény mas forrasbol szarmazott (Sedamyl, Saluzzo,
Olaszorszag). Az intervenciot kovetd, 6 honapos korban végzett vérvétel soran keriilt
megallapitisra a HLA-DQ genotipus. Ennek soran 11 DQ2/DQ8 negativ csecsemdt
azonositottak, akik tovabbi vizsgalatban nem vettek részt, csak a 6 honapos kori mintajuk kertilt

analizisre.
5.2 Peptidek és reagensek

Az N-termindlis biotinilacidval rendelkez6 szintetikus gliadin peptideket >95% tisztasagban a
GenScript (Leiden, Hollandia) gyartd szolgaltatta a kovetkez6 szekvenciakkal: yGlia Q
(SGGPLQPQQPFP), yGlia E (SGGPLQPEQPFP), vyGlia_sh (SGGPEQPFP), p31-43
(LGQQQPFPPQQPY), p31-43_E34 (LGQEQPFPPQQPY), p31-43_E40
(LGQQQPFPPEQPY), p57-68 (QLQPFPQPQLPY), p57-68 E65 (QLQPFPQPELPY) illetve
irrelevans peptid szekvencia (VVKVGGSSSLGW), mely negativ kontrollként szolgalt. A
PreventCD riziko6 csecsemdk szérum mintainak affinités tisztitasahoz felhasznalt gliadin peptid
reagens az Inova Diagnostics (San Diego, CA, USA) ajandéka volt, mig a MeDALL chip-en
hasznalt, a Gliadin DP ELISA klinikai teszt antigénjével egyez6 dezamidalt gliadin peptideket
¢s azok non-dezamidalt valtozatait a Thermo Fisher Scientific (Freiburg, Németorszag)
gyartotol kaptuk. Minden tovabbi reagens, hacsak masképp nincsen jeldlve, a Sigma (St. Louis,
MO, USA) gyartotdl szarmazik.

5.3 Gliadin peptidek dezamidacidjanak vizsgalata folyadék kromatografiahoz kapcsolt
tandem tomegspektrometriaval (HPLC-MS/MS)

A p31-43 és p57-68 szintetikus gliadin peptidek dezamidacidjat 5mM CaClz és 1mM ditiotreitol
tartalmu MOPS pufferben (50mM, pH 6,8) végeztiik, melyhez 50 pmol rekombinans human
TG2 (Val?®* varians, Kanchan és mtsai, 2013) enzimet adtunk. A reakcié 37°C-on zajlott 2 éran
at, a TG2 : gliadin peptid molaris aranya 1:150 volt. A reakciot a TG2 enzim hé altali
inaktivalasaval allitottuk le, majd Amicon ultra 10K membranon (Merck, Darmstadt,
Németorszag) végzett centrifugalasi 1épéssel szepardltuk az enzimet a reakcid termék
peptidektdl. Az LC-MS/MS analizist megeldzéen a peptideket tovabb tisztitottuk C18
PierceTip (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) segitségével a gyartoi utasitasokat kovetve.
A mintak vizsgalatat a Debreceni Egyetem Proteomikai Szolgéltat6i Laboratériumaban Prof.
Dr. Cs6sz Eva és Dr. Kallo Gergd végezte. A tisztitott mintakat Orbitrap Fusion tribrid tomeg
spektrométerre (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) injektaltak, nagy felbontasu pozitiv ion
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detektalasra alkalmas beallitassal. Az MS/MS spektrumokat rogzitették és a peptid azonositast
MaxQuant szoftverrel végezték az Andromeda keresdmotor hasznalataval. Az N-terminalis
biotinilacid fix modositasként szerepelt, mig a dezamidacié mint valtozo modositas (N, Q). Az
eredmények vizualizaciojahoz a Scaffold szoftvert (Proteome Software Inc. Portland, OR,

USA) alkalmaztuk.
5.4 Gliadin-specifikus antitestek affinitas tisztitasa

A szérum mintdk antitest tartalmanak pontos mennyiségi meghatarozasahoz, illetve az
antitestek keresztreaktivitasanak teszteléséhez, az egyes a és y-gliadin peptid szekvenciakkal
kiilon-kiilon affinitas tisztitast végeztiink a coeliakias betegek (n=2) egyedileg feldolgozott
szérum mintaibol. A biotinilalt peptid szekvencidkbol 500 pg mennyiséget immobilizaltunk
1mL Pierce™ High Capacity Neutravidin Agarose gyantara (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) a gyartoi utasitasokat kovetve. A coeliakids betegek szérum mintdit kétszeresére
higitottuk foszfat pufferelt s6oldatban (PBS pH 7,4), mely 0,1% Tween 20 detergenst is
tartalmazott (TPBS) és hét egyenl6 részre osztva 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk az
100mM glicin pH 2,5 puffert alkalmaztunk, melyet ezt kdvetéen PBS pufferre cseréltiink SOK
Amicon® (Merck, Darmstadt, Németorszag) ultra centrifuga filterek segitségével. A fehérje
koncentraciot Bio-Rad Protein Assay (Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA) segitségével
allapitottuk meg, ahol human IgG fehérjét (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) hasznaltunk

standardként.

Az antitestek kinetikai paramétereinek meghatdrozasahoz a PreventCD tanulmanyban részt
vevl csecsemOk szérum mintaibol (n=10) gliadin-specifikus antitestek affinitas tisztitasat
végeztilk el, melyhez cianobromid-aktivalt sepharose 4B gyantat hasznaltunk (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA), melyhez a gyart6 utasitasat kovetve szintetikus gliadin peptid
reagenst (Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA) immobilizaltunk. Az affinitas tisztitas soran
a csecsemOk szérum mintait TPBS pufferrel kétszeresére higitottuk és 1 o6ran at inkubaltuk
szobahOmérsékleten a peptidet tartalmaz6 agardz gyantdval. Az agardz gyantat gravitacidsan
szedimentaltuk, majd az antitesteket 100 mM glicin pH=2,5 oldattal eluéltuk, ezt kdvetden
pedig a 50K Amicon® Ultra centrifuga filter (Merck, Darmstadt, Németorszag) hasznalataval
az antitestet tartalmazo oldatot bekoncentraltuk és PBS oldatra cseréltiik. Az antitest oldat
hataroztuk meg, referenciaként human IgG (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) molekulat
hasznalva.
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5.5 Gliadin elleni antitestek mennyiségi meghatarozasa szérum mintakbol biofelszin

interferometrias modszerrel

A gliadin elleni antitestek szérumbol térténé mennyiségi meghatarozasahoz jel6lés nélkiili
biofelszin interferometrias eszkozt (Personal Assay BLItz, PALL FortéBio, Fremont, CA,
USA) ¢és sztreptavidinel (SA) fedett bioszenzorokat (FortéBio, Fremont, CA, USA)
alkalmaztunk. Az antitestek kotédését az eszkoz a bioszenzor felszinén létrejott
fényvisszaverddésnek a kialakult rétegvastagsagtol fliggd hulldmhossz eltolodasa alapjan nm-
ben valés idében regisztralja. 3 uM biotinilalt peptidet immobilizaltunk a SA bioszenzorokra,
a mérés soran pufferként TPBS oldatot hasznaltunk. Az egyes a és y-gliadin peptidekkel kiilon-
kiilon kalibracios gorbéket készitettiink az adott peptid felhasznalasaval kinyert, ismert
duplikatumokkal mérve meghataroztuk a 40x higitasi szérum mintak specifikus antitest
tartalmat. A bioszenzorokat 0,5M foszforsavval regeneraltuk és 10 alkalomig ujra hasznaltuk.
Kontroll kisérletekben, anti-human IgG és IgA (Dako, Roskilde, Dania) segitségével
megallapitottuk, hogy a BLItz esszében a szérumbodl kotddd komponensek valdban

immunglobulinok.

5.6 Affinitas tisztitott antitestek relativ kotédési hanyadosanak meghatarozasa biofelszin

interferometrias modszerrel

Az affinitas tisztitott gliadin elleni antitestek kiilonb6z6 a és y-gliadin szekvenciakhoz torténd
relativ  kotddési  hanyadosdnak megallapitdsdhoz az antitestek kotddését 150nM
koncentracioban TPBS pufferben teszteltik a 3uM gliadin peptidet hordozdo SA
bioszenzorokhoz duplikdtumokat regisztralva. A kotddési hanyadosokat logaritmikus illesztés
utjan kaptuk (a meredekség aranyos a kotddo ligand mennyiségével). A negativ kontroll peptid
értekeinek levonasat kovetden a duplikdtumokat atlagoltuk és normalizaltuk (100% az a

kotédés, melyet az antitest azon peptid irant mutat, amellyel az affinitas tisztitasa tortént).

5.7 Gliadin elleni antitestek kotédési affinitasanak meghatarozasa biofelszin

interferometrias modszerrel

A gliadin elleni antitestek egyedi gliadin epitopokra vonatkozé ekvilibrium disszociacios
allandojat (Kp) szintetikus rovid peptidekkel, biofelszin interferometrias eszkéz (Personal
Assay BLItz System, PALL FortéBio, Fremont, CA, USA) segitségével végeztik. A TPBS
pufferben oldott biotinilalt gliadin peptidekb6l 3 puM mennyiséget immobilizaltunk

sztreptavidin bioszenzorok (FortéBio, Fremont, CA, USA) felszinére, majd az affinitas tisztitott
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gliadin elleni antitesteket 240, 120, 60, illetve 30nM koncentraciéban adtuk hozza, szintén
TPBS pufferben oldva. A kinetikai mérések kétszeri ismétléssel 5 perc asszociacio és 5 perc
disszociaci6 [épésekbdl alltak. A bioszenzorokat 0,5M foszforsav felhasznalasaval regeneraltuk
¢s ujra hasznaltuk 10 mérésig. A Kp értékeket a BLItz Pro 1.2.1.5 szoftver kalkulalta, az

illesztéshez 1:1 kinetikai modellt hasznalva.
5.8 Gliadin peptidek hatasanak vizsgalata Caco2-sejtkultiuran

A gliadin peptidek ismert *toxikus’ hatasanak vizsgalatara egy mar korabban publikalt modszert
alkalmaztunk (Stenman és mtsai, 2010). A Caco-2 sejteket (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA) Nunc™ 4 vijulati sejttenyésztd edényben (Thermo Scientific)
novesztettiik a konfluencia eléréséig minimum esszencidlis médiumban, mely tartalmazott 20%
magzati borju szérumot (FBS), 50 U/mL Penicillin—Sztreptomicin elegyet, 1 mM natrium-
piruvatot, 1,5 g/L natrium-bikarbonatot és 0,1 mM nem esszencialis aminosav oldatot. A
kisérletet megeldz6 éjszakara a tapfolyadék FBS tartalmat 1%-ra csokkentettiik és a sejteket
100 pg/mL szintetikus peptiddel, melyek azonosak voltak a biofelszin interferometrias
vizsgalatoknal alkalmazottakkal, inkubaltuk 24 6ran at 5% CO2 és 37°C mellett. Haromszori
PBS mosast kovetden a sejteket 4% paraformaldehiddel fixaltuk, majd 0,05% TritonX-szel
permeabilizaltuk és monoklondlis egér anti-ZO1 antitestekkel inkubdaltuk (1:200; Zymed Inc.
San Francisco, CA, USA) 4°C-on ¢éjszakan at. Masodlagos jel616 antitestként AlexaFluor 488
kecske anti-egér immunglobulin G-t (1:1000; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk,
mellyel 90 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. A megjel6lt szoros kapcsolatokat (tight
junction) Olympus 1X81 mikroszkop (Olympus, Hamburg, Németorszag) felhasznalasaval
fényképeztiik és értékeltiik a Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetében, Prof.

Dr. Sz6116si Janos laboratériumaban.
5.9 Szérum antitestek mérése MeDALL fehérje chip felhasznalasaval

MeDALL fehérje mikrochip (Lupinek és mtsai, 2014; Hiller és mtsai, 2002) felszinére
antigénként a klinikumban hasznalatos Gliadin DP ELIA diagnosztikai kit-ben (Thermo Fisher
Scientific, Freiburg, Németorszag) validalt dezamidalt gliadin peptid (DGP) illetve ezen
szekvencia nem dezamidalt gliadin peptid (NGP) valtozata keriilt immobilizalasra. Az NGP és
DGP reagenseket a Thermo Fisher Scientific biztositotta ajandékként a vizsgalatokhoz. A
mikrochipen a munkacsoportunk altal termelt vad tipusii human transzglutaminaz 2 enzimet
(TG2) is teszteltiik, mely 224-es pozicidban a leggyakrabban el6forduld természetes human

TG2 enzimhez hasonléan valint hordoz (Val??*, Kanchan és mtsai, 2013) illetve ezen enzim
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dupla mutans valtozatat (TG2 RE), melyben a coeliakias TG2 epitop 2 ellenes antitestek
kotoédéséhez sziikséges horgonyzé aminosavakat pontmutaciéval modositottuk (R19S, E153S)
(Simon-Vecsei és mtsai, 2012). A MedALL chipeket a Phadia GmbH bécsi laboratoriumaban
készitették el. Az antigének 0,1% natrium dodecil szulfatot (SDS) tartalmazé 150mM natrium
foszfat oldatban (pH=8,5) 0,3 mg/mL végkoncentracidra higitva robot automata (Affymetrix
417 Arrayer, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) altal kertiltek felvitelre az eléaktivalt iiveg
lemezekre (VBC-GENOMICS), melyek a fehérjék kovalens megkotését biztositjak. Ezt
kovetden a lemezek felszinét TTBS oldattal (10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,5% Tween 20,
pH 8,0) 15 percig tortént mosas ¢és kétszeresen desztillalt vizzel Oblités utan levegén
megszaritottak. A szérum mintdk MeDALL chipen valé mérését a Bécsi Orvostudomanyi
Egyetem Korélettani és Allergia Kutaté Intézetében Dr. Bharani Srinivasan végezte
kollaboracios egyiittmiikodés keretében. A szérum mintak TTBS oldatban 1:5 higitva keriiltek
a chip lemezek (Sigma, St. Louis, MO, USA) felszinére és 60-180 percig inkubaltak éket 37°C-
on 150 rpm kevertetés mellett. Ezutan a lemezeket TTBS oldattal mostak 15 percig. A
megkotddott IgA és IgG izotipusu antitesteket 1:1000 higitasban hasznalt Alexa Fluor 546-
jelolt egér monoklonalis anti-human IgA illetve IgG antitestekkel (Pharmingen, San Diego, CA,
USA) detektaltak. A lemezeket 6tszoros TTBS mosast kovetden, kétszer desztillalt vizzel
oblitették és levegdn megszaritottak. A lemez szkennelését Affymetrix 418 (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA) késziilékkel végezték, és a kapott adatokat a GenePix Software Version 3.0
(Axon Instruments, Union City, CA, USA) segitségével értékeltiik ki, majd Microsoft Excel-
lel analizaltuk. A harom parhuzamossal mért jelek atlagat akkor tekintettiik pozitivnak, ha az a

huméan szérum albumin jelének 6tszordsét meghaladta.
5.10 Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat a GraphPad Prism7 (San Diego, CA, USA) program segitségével
készitettiik. Az egyes mintacsoportok Osszehasonlitasat két csoport esetében parositatlan
kétszéli T-teszttel, mig kettdnél tobb csoport esetében egyutas ANOVA analizissel, Tukey teszt
alkalmazasaval végeztik. Azonos minta szettek eltérd kondiciok esetén vald
Osszehasonlitasahoz parositott kétszElii T-teszt alkalmaztunk. A normal eloszlast mutaté adatok
kozotti korrelacid vizsgalatahoz Pearson tesztet, mig ettdl eltéré esetekben az adatok
Osszehasonlitaisahoz nem parametrikus Spearman’s Rank korrelacids tesztet hasznaltunk. A
mért antitest értékek diszkriminacios értékét receiver operating characteristics (ROC) analizis
segitségével vizsgaltuk. A grafikonokon feltiintetett értékek atlagot és szorast, illetve mediant

¢s interkvartilis tartomanyokat jeleznek, a p<0,05 kiilonbségeket vettiik szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1. Az a-gliadin peptidek TG2 altali dezamidaciés mintazata

Elséként a p31-43 és a p57-68 szintetikus a-gliadin peptid rekombinans human Val??* TG2
enzim altali dezamidéciojat vizsgaltuk meg, mivel az utobbi évek genomikai vizsgalatai alapjan
kideriilt, hogy a korabban elterjedten hasznalt rekombinans TG2 fehérjékkel szemben a normal
emberi TG2 a 224-es pozicidoban valint tartalmaz és nem glicint (Kanchan és mtsai, 2013). A
dezamidacios termékeket folyadék kromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriaval (LC-
MS/MS) azonositottuk. Arra kerestiik a valaszt, hogy a Val?®* TG2 enzimmel tudjuk-e
reprodukalni a p57-68 peptid ismert dezamidaciés mintazatat, illetve, hogy képes-e a TG2
dezamidalni a p31-43 peptidet, melyrdl nincs kozvetlen irodalmi adat. Eredményeink szerint a
Val?** TG2 képes egyszeres és tobbszords dezamidaciot végezni a gliadin peptideken (11.
abra). A p57-68 peptid esetén a Q65 pozicidban térténé dezamidacioé kimutathatéd volt, mely
az ismert DQ2.5-glia-a.1a T-sejt epitop 1étrejottét eredményezi, illetve el6fordult dezamidacid
a Q59 pozicidban is. A p31-43 peptid esetében a Q34, Q35, illetve Q40 glutaminok
dezamidacigjat detektaltuk. A QS59, illetve a Q35 dezamidacid eredményeként létrejovo,
QLEPF, illetve QQEPF motivumok gyenge antigenitasa mar irodalmi adatok alapjan
bizonyitott (Schwertz és mtsai, 2004), mig a Q65, Q34, illetve Q40 dezamidacios események
olyan szekvencia motivumokat érintenek, melyek coeliakidban relevans B-sejt epitopokat

eredményezhetnek.

A tovabbi kisérletes vizsgalatokhoz, a betegek gliadin elleni antitestjeivel torténd mérésekhez
a fenti TG2 altali dezamidacios eredményeink és a B-sejt epitdpokrol leirt irodalmi adatok
alapjan, a kovetkez6 szintetikus gliadin peptidek nativ és dezamidalt formait valasztottuk:
yGlia_Q és yGlia_E peptid, mely a QPQQPFP immundominans B-sejt epitop illetve annak
QPEQPFP dezamidalt megfelel6je (a kettd egyiittes jelolése QP(Q/E)QPFP moddon torténik),
p31-43 és p57-68 a-gliadin peptidek nativ és E34, E40 illetve E65 dezamidalt valtozata, melyek
a QXQPFP B-sejt epitopot illetve a QPQQPFP epitéphoz hasonlé motivumot hordoznak.
Tovabba a yGlia_E peptid egy roviditett valtozatat, a PEQPFP szekvenciat is megvizsgaltuk,
hogy vajon a rovidebb epitdp is elegendd-e az antitest kotédéshez. Az Gsszes felhasznalt peptid

szekvenciat a 12. abra mutatja be.
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11. abra. A p31-43, illetve p57-68 a-gliadin peptid human rekombinans TG2 altali dezamidaciojanak LC-
MS/MS analizise. 50 pmol rekombinans human TG2 enzimet inkubaltunk 150-szeres molaris feleslegben 1év6
p31-43, illetve p57-68 peptiddel 2 6ran at 37°C-on. A dezamidacié eredményeként keletkezett reakcio termékeket
LC-MS/MS analizissel detektaltuk. Az MS/MS spektrumon a +1, illetve +2 egyszeres, illetve kétszeres
dezamidaciot jelolnek az azonositott b- illetve y- fragmensekben. A Scaffold analizis alapjan a p31-43 peptid
esetében a Q34 (A panel) és Q40 (B panel) pozicioban gyakori volt a dezamidacio, mig a Q35 (B panel) pozicidban
ritka. A p57-68 peptid esetében (C panel) a Q65 pozicidban gyakori volt a dezamidacid, mig a Q59 pozicidban
ritka.
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vGlia Q PLQPQOPFP yGlia_Q PLQPQQPFP

vGlia E PLQPEQPFEP vGlia_E PLQPEQPFP
p57-68 QLOQPFPQPQLPY yGlia_ sh PEQPFP
p57-68_E65 QLOPFPQPELPY p31-43 E34 LGQEQPFPPQQPY
p31-43 LGOQOPFPPQOPY p31-43 LGQQQPFPPQQPY

p31-43 E40 LGQQQPFFPPEQPY

12. abra. A Kkisérleteinkben alkalmazott szintetikus gliadin peptid szekvenciak. A peptidek N-terminalisan
biotint tartalmaztak, illetve az 9sszevethetd hossziisdg biztositasahoz SGG 6sszekoté szekvenciat iktattunk be a
rovidebb y-peptidekbe az antigén szekvencia és a biotin ko6zé. A QPQQPFP immunogén y-gliadin epitdp nativ és
dezamidalt valtozatat, illetve a rovidebb homolog szekvencidkat sziirke négyzet jeloli. A p31-43_E34, p31-
43 _EA40, illetve p57-68 E65 peptidekben az MS/MS spektrum alapjan azonositott TG2-specifikus dezamidaciok
szerepelnek (Q -> E).

6.2. Az o és y-gliadin szekvenciak antigenitasanak oOsszehasonlitasa coeliakias szérum

mintakban

A szérum antitestek kiilonboz6 nativ és dezamidalt a és y-gliadin peptidekhez valo kotodését a
ProCeDE elnevezésii prospektiv klinikai vizsgalatban részt vett kezeletlen, anti-TG2 pozitiv
coeliakias betegek (n=69) szérummintainak felhasznalasaval vizsgaltuk meg. Ezeknél a
betegeknél Osszehasonlitasra alkalmas, kiterjedt szeroldgiai tesztpanel eredmények alltak
rendelkezésre tobbféle klinikai kereskedelmi coeliakia antitest teszttel (6 anti-DGP, 9 anti-TG2
antitest teszt, valamint EMA eredmény). Ezek a vizsgalatok komplex antigénekkel torténtek
olyan modszerekkel, melyeknél az értékeket az adott teszt sajat kalibratoraihoz viszonyitott
relativ értékekben, illetve relativ koncentracioban adtdk meg, igy a szamszerli értékek
kiilonboztek. Ezért vizsgalatunkhoz biofelszin interferometrias eszk6zt alkalmaztunk, mely egy
valos ideji, jelolés nélkiili, optikai uton direkt molekularis interakciot vizsgald, rovid peptid
antigének tesztelésére alkalmas modszer, mely abszolut koncentracio (ug/mL) értékeket
szolgaltat és a méréshez masodlagos felismerd antitestre nincs sziikség. A kvantitalashoz
minden egyes szintetikus gliadin peptiddel kiilon kalibracios gorbét vettiink fel, amelyhez
betegek szérumabol affinitas tisztitott antitesteket hasznaltunk. Minden peptid esetében a
kalibraciot olyan antitesttel végeztiik, melyet az adott peptid felhasznalasaval izolaltunk.
Eredményeink szerint - a korabbi klinikai eredményekkel 6sszhangban - a coeliakias betegek
gliadin peptidre reagalo antitestjei preferencialis modon a y-gliadin szekvenciakat ismerik fel
(13.A abra). A p31-43 a-gliadin peptidek esetén mérsékelt antitest kotddés volt detektalhato, a

p57-68 a-gliadin peptid esetében viszont rendkiviil alacsony antitest reakciok mérhetdk.
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13. abra. Kezeletlen coeliakias betegek (n=69) szérum antitestjeinek kotédése sztreptavidin bioszenzorhoz
rogzitett biotinilalt nativ és dezamidalt a- és y-gliadin peptidekhez biofelszin interferometrias vizsgalatban.
A mért szérum antitest szintek kétdimenzios (A) illetve 3 dimenzios bemutatiasa (B). A yGlia E és yGlia Q
peptiddel mért értékek korrelacidja Spearman analizis alapjan (C). A pottyok egyedi betegek antitest szintjeit, a
vonalak pedig az atlag értéket jelolik. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
*p<0,05 ****p<0,0001. Neg.Ctr: irrelevans peptid.

Amikor az egyes peptidek esetében tapasztalt antitest reakcidkat egyénenként vizsgaljuk,
megfigyelhetjiik, hogy egyetlen paciens esetében sem mutathato ki magasabb antitest kotddes
az a-gliadin peptidekhez, mint a y-gliadinokhoz. Jelentdsebb mennyiségli a-gliadin peptidet
felismeré antitest csak olyan személyek esetében detektalhatd, akiknél nagyon nagy
mennyiségli y-gliadinnal reagald antitest mutathaté ki (13.B dbra). A coeliakids betegek

tobbségének azonban csak alacsony gliadin specifikus szérum antitest szintje volt.
A dezamidalt és nem dezamidalt gliadin peptidek relativ antigenitdsa

A nativ ¢és dezamidalt gliadin peptid szekvencidk 0sszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy a
vGlia_Q ¢és yGlia E peptidekkel detektalt antitest koncentracid értékek kivald linearis
korrelaciot (r=0,92) mutatnak (13.C abra). Ez arra utal, hogy a szérum antitestek hasonloan
kedvezden ismerik fel mind a nativ, mind a dezamidalt y-gliadin peptidet. Bar a coeliakias

betegek esetében kiss¢ magasabb értékeket kaptunk a dezamidalt peptiddel, a kiilonbség nem

35



szignifikans (yGlia Q kontra yGlia E p=0,74). A p31-43, illetve p57-68 peptidek esetében sem
mutathato ki szignifikans kiilonbség a nativ és dezamidalt peptidek szérum antitestek altali

felismerésében.

A PLQOPEQPFP vy-gliadin peptid reaktivitas jo korrelaciot mutat a klinikai tesztek

eredményeivel

A vGlia_E peptiddel mért szérum antitest szintek jo korrelaciot mutatnak 6 kiilonb6z6 klinikai
gyakorlatban hasznalt gyari anti-DGP 1gG antitest teszt eredményeivel (14. abra). A korrelacio
vizsgalatanal figyelembe vettiik, hogy az adott gyari teszt logaritmikus (kiiszob-kalibratoros
ELISA tesztek) vagy koncentracid-aranyos (koncentracio-alapu kalibrator soros tesztek és

fluoreszcens tesztek) szamitast alkalmaz.
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14. abra. A biofelszin interferometrias vizsgalatokban kezeletlen coeliakids paciensek (n=69) szérumaban
vGlia_E (QPEQPFP) peptiddel detektalt antitest koncentracio értékek korrelacioja 6, klinikai diagnosztikai
anti-DGP IgG antitest teszt eredményével. D1-D6: a ProCeDE tanulmanyban felhasznalt klinikai anti-DGP 1gG
diagnosztikai tesztek (Werkstetter és munkatdrsai, 2017). A D1, D3, D4, D5 és D6 teszt antitest koncentracié
értékei egy gyartoi kalibracios gorbe alapjan relativ egységben (AU, arbitrary unit) vannak kifejezve. A D2 teszt
eredményét az altala optikai denzitas értékben (OD) meghatarozott kiiszob érték tobbszorosekeént fejezi ki, mely a
szignal amplifikacio kovetkeztében logaritmikusan aranyos az antitest koncentracidoval. Az értékek korrelacios
analizisét Spearman’s rank teszttel végeztiik. A mérési tartomanyon kiviil es6 mintékat kizartuk a korrelacios
analizisbdl az alabbiak szerint D1 (EliA GliadinDP 1gG; Thermo Fisher): 0 minta, D2 (QUANTA Lite DGP IgG;
Inova Diagnostics): 0 minta, D3 (QUANTA Flash DGP 1gG; Inova Diagnostics) és D4 (a-Gliapep-1gG-code 9138;
Eurospital): 27 minta, D5 (Anti-Gliadin(GAF-3X)-ELISA 1gG; EUROIMMUN): 17 minta D6 (Anti-DGPx1-1gG;
Zedira): 18 minta).
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Ezen eredmény jelentésége abban rejlik, hogy a gyari tesztek publikusan nem ismert
szekvenciaju komplex gliadin antigéneket alkalmaznak, a mi méréseinkben viszont egyetlen
rovid peptid szekvenciat haszndltunk. Az eredmények szerint az altalunk alkalmazott yGlia E
peptid segitségével a teljes gliadin elleni antitest mennyiség talnyomo tobbségét képesek
voltunk detektalni, mely megerdsiti, hogy a betegek szérumdban az vy-gliadin-specifikus
antitestek vannak tobbségben. Az a-gliadin peptidekkel mért reakcidk viszont jelentdsen alul
becsiilik a teljes antitest szintet, ilyen peptideket alkalmazva a gliadin elleni antitestek jelentds

részét nem tudjuk detektalni.

Az epitopok hosszanak és szekvencia kiilonbségeinek hatdsa az antitest kétodésre

A teljes dezamidalt QPEQPFP heptapeptid epitopot hordozd yGlia E peptidhez képest a
rovidebb homolog szekvencidkkal rendelkezd peptidek jelentésen csokkent antitest kotd

képességgel rendelkeznek (15.A abra).

Az N-termindlis iranybol rovidild motivumok a teljes dezamidalt epitopot (QPEQPFP)
hordozo6 yGlia_E peptidhez képest a PEQPFP (y-Glia_sh peptid része), EQPFP (p31-43 E34
peptid része) és QPFP (p31-43 peptid része) szekvenciak antitest kotdképessége csupan 33,1%,
8,9% illetve 6,2%. A C-termindlis iranybol rovidiild6 PEQPY motivum (p31-43 E40 peptid
része) antitest koto képessége pedig 43,7%-a teljes epitopot hordoz6 PEQPFP (yGlia E peptid
része) peptid antitest kotoképességének. (15.B abra), azonban itt a prolin hidnyéan tul az aromas
aminosav mindsége is eltérd, ami szintén hozzdjarulhat a csokkent kotOképességhez. A
heptapeptid epitop motivum roviditése és a fennalld fenilalanin/tirozin csere hatdsai kisebb
antitest kotOképesség csokkenést idéztek elé a dezamidalt peptidek esetén, mint a nativ
peptidekben (15.C, D abra). Ugyanakkor a p31-43 peptidben taldlhat6 PEQPY/PQQPY
epitophoz képes a PELPY/PQLPY epitopot hordozd p57-68 peptidek jelentésen gyengébb
antitest kotOképességgel rendelkeznek, ami arra utal, hogy a glutamin/leucin csere

dezamidéciotol fiiggetleniil er0sen negativ hatassal bir.
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15. abra. Az a és y-gliadin peptidek epitopjaban fellelhet6 aminosav kiilonbségek és az epitop motivum
rovidiilésének szérum antitest kotédésre gyakorolt hatasa. A yGlia_E heptapeptid (illetve az ezzel homolog)
motivumok N-terminalis iranybol torténd (A) illetve C-terminalis iranybol torténd (B) roviditése altal az antitest
kotédésben bekdvetkezo valtozasok. A dezamidalt (C) és nativ szekvencidk (D) esetében fennalld aminosav
kiilonbségek hatdsa a szérum antitestek altali felismerésre. Az abran csak a 20ug/mL szintet meghaladd antitest
reakciok vannak feltiintetve (n=36), a vonallal 6sszekotott pontok adott paciens reakcidjat mutatjak. A peptidek

teljes szekvencidja a 12. abran lathato.
6.3. A legkorabban termelddé gliadin elleni antitestek célpontjai a y-gliadin peptidek

A gliadin elleni humorélis immunvélasz megjelenését és korai életkorban tapasztalhatod
sajatsagait a PreventCD tanulméanybol szarmaz6 szérum mintak felhasznaldsaval vizsgaltuk. A
tanulmanyban magas coeliakia kockézattal sziiletett csecsemdk vettek részt, akiket prospektiv
vizsgalatokkal kovettek az elsd glutén beviteltdl kezdédéen. 21 coeliakidssd vald paciens 4
honapos, 9 honapos, illetve 2 éves kor {016t gyiijtott szérum mintdjat vizsgaltuk meg biofelszin
interferometrias modszerrel, hogy Osszehasonlitsuk o és y-gliadin peptidekre adott szérum

antitest reakcidikat. A 4 honapos kori minta idején a csecsemdok még nem fogyasztottak glutént,
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9 honapos korukra viszont a paciensek mindegyike glutén tartalmu étrendet kovetett. A 2 éves
kor utan vett mintak pedig a coeliakia diagnozisanak idejérél szarmaznak, amikor a TG2 elleni

antitest pozitivitds mar igazolhato volt.

A 4 honapos korbol szarmazo mintak kozott 3 esetben detektaltunk alacsony mennyiségben vy-
gliadin peptid elleni antitesteket, viszont ezek egyértelmiien anyai eredetii 1gG antitestek voltak
(minden esetben az anya antitest pozitiv, aktiv coeliakias volt) A csecsemOk ekkor, még nem
fogyasztottak glutént és az antitest termelést lehetévé tevd 6nalld adaptiv immunitasuk még

nem fejlédott ki (16.A abra).
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16. abra Magas coeliakia rizikoval rendelkezé csecsemék (n=21) humorailis gliadin elleni immunvalaszanak
kifejlodése. Szérum antitestek nativ, illetve dezamidalt a- és y-gliadin peptidekhez torténd kotddésének mérése
biofelszin interferometrias modszerrel 4 honapos (A), 9 honapos (B) és > 2 éves (C) korban (a coeliakia diagnézis
idején). A vonalak atlag értékeket jelolnek. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiik
szignifikansnak. *p<0,05 **p<0,01 ****p<0,0001. Neg.Ctr: irrelevans peptid.

9 honapos korban a gyermekek mar glutén tartalmu étrendet kovettek és gliadin elleni antitest
termelés is detektalhatd volt. A termelddd gliadin elleni antitestek kizarolagos modon a -
gliadin peptid szekvenciakat ismerték fel (16.B abra), mely arra utal, hogy elséként a y-gliadin
szekvenciakra reagalo B-sejt klonok aktivalodnak. A 2 éves kor feletti, coeliakia diagnozis
idejérdl szarmazo mintak esetében, amikor a TG2-specifikus antitest pozitivitas €s a boholy
atrofia is kimutathato volt, mar a p31-43 és p57-68 a-gliadin peptideket felismer6 antitestek is
megjelennek, de a humoralis immunvalaszt egyértelmiien tovabbra is a y-gliadin peptid

szekvenciakkal reagal6 antitestek dominaljak (16.C abra).
6.4. A gliadin specifikus antitestek a és y-gliadin keresztreaktivitasa

A detektalt gliadin elleni antitestek keresztreaktivitasanak megvizsgalasahoz coeliakias betegek
szérum mint4jabol antitesteket nyertlink ki a kiilonbozé gliadin peptid szekvencidk

felhasznalasaval. Minden egyes nativ és dezamidalt gliadin peptiddel kiilon-kiilon affinitas
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tisztitast végezve kiilonb6z6 antitest populaciokat izolaltunk és megvizsgaltuk, hogy az egyes

antitest populaciok hogyan kotédnek a kiilonb6z6 peptid antigénekhez.
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17. abra Coeliakias paciensek szérum mintajabol egyedi gliadin peptid szekvenciakkal tisztitott antitestek
keresztreakciojanak vizsgalata. Az egyes tisztitasokban a kdvetkez6 peptid antigének keriiltek felhasznalasra: 2
v-gliadin (yGlia Q, yGlia_E) és 5 a-gliadin (p31-43, p31-43_E34, p31-43_EA40, p57-68 and p57-68_E65)
szekvencia. 100% értéknek azt a peptid-antitest interakciot tekintettiik, amelyik peptiddel az adott antitestek

tisztitasa tortént. Az oszlopok az atlagokat és a szorast reprezentaljak. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket

tekintettiik szignifikdnsnak. ****p<0,0001

A vGlia_Q, illetve a yGlia_E peptid antigén alkalmazasaval izolalt antitest populaciok azonos
antigén kotddeési tulajdonsaggal rendelkeznek. Mindkét poliklondlis antitest reagens a yGlia Q
¢és yGlia_E peptidek irant mutatta a legnagyobb mértékii kotddést, ugyanakkor a p31-43
peptideket is jol detektalhatd modon felismerték (koziiliik is legjobban a p31-43_E40 peptidet),
viszont a p57-68 peptidek esetében rendkiviil gyenge kotédést mutattak (17.A, B abra). A vy-
gliadin peptidek koziil a yGlia sh peptid kevéssé bizonyult j6 antigénnek, ennek oka minden
bizonnyal a peptidlanc csokkent hossza lehet. Erdekes médon a yGlia E peptiddel izolalt
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antitestek egyforma kotédést mutattak a dezamidalt (yGlia E) és a nativ (yGlia Q) y-gliadin
peptidek esetében, ez megerdsiti a direkt médon szérumbol végzett antitest kvantitalas soran

tapasztalt eredményeket.

Amikor az egyes p31-43 a-gliadin peptideket hasznaltuk antigénként az affinitas tisztitasok
soran, a kinyert antitest populaciok érdekes médon minden esetben preferencialisan a yGlia_ Q
¢és vGlia_E szekvenciakhoz kotédtek az a-gliadin peptidek helyett, mely egyértelmiien jelzi,
hogy er6sen keresztreagalo antitestekrdl van szo. Akar nativ, akar dezamidalt p31-43 a-gliadin
peptiddel izolalt antitest populaciorol volt is sz6, mindegyikiik egyforma kotédést mutatott a
p31-43, p31-43_E34, p31-43 EA40 és yGlia_sh peptid szekvencidkhoz, viszont nagyon gyengén
reagalt a p57-68 és p57-68 _E65 peptidekkel (17.C, D, E abra). Ez utobbi eredmény azt
mutatja, hogy bar a p31-43 a-gliadin peptidek és a yGlia peptidek kozott keresztreakcid
mutathat6 ki, a p57-68 a-gliadin peptid jelentésen kiilonb6z6 antigénként viselkedik. Ennek
oka lehet, hogy a p57-58 a-gliadin peptid esetében hianyzik a PQQ motivum, mig a p31-43 a-
gliadin peptid, mely a coeliakias paciensek szérum antitestjei szamara a yGlia szekvenciakhoz

hasonl6 antigénként viselkedik, hordozza ezt a motivumot.

Bar a szérumbol torténd antitest mérések soran a p57-68 és pS7-68 E65 a-gliadin peptidek
gyenge antigénként viselkedtek, mégis sikeriilt a betegek szérumabol ezen peptidek
felhasznalasaval antitesteket izolalnunk. Az igy nyert antitestek szintén a yGlia Q és yGlia E
peptid szekvenciakat ismerték fel a leghatékonyabban, tehat keresztreagalok. A nativ p57-68
peptiddel izolalt antitestek a p31-43 peptid szekvencidkat is jobban ismerték fel, mint a p57-68
peptideket, ezaltal pedig a p31-43 peptidek altal izolalt antitest populéciokkal teljesen azonos
moddon viselkeddnek tekinthetdk. A dezamidalt p57-68 E65 peptid altal izolalt antitest
populécid viszont sokkal jobban reagalt a p57-68 E65 peptid szekvencidval, mint barmelyik
p31-43 peptiddel vagy akar a nativ p57-68 peptiddel, igy ez az antitest populacid egyértelmiien
dezamidécid dependens kotddéstinek tekinthetd (17.F, G abra). Hasonlo dezamidalt peptid
iranti preferencialis antitest kotddést a p31-43 E34 peptiddel izolalt antitest populécio esetében
is megfigyeltiink. Fontos megemliteni, hogy az a-gliadin peptidekkel izolalt dezamidaciot
preferald antitestek a y-gliadin peptidek esetében is a dezamidalt (yGlia E) szekvenciat

részesitették elonyben a nativval (yGlia_Q) szemben.
6.5. A hasonlo gliadin szekvenciak biologiai hatasanak vizsgalata Caco2 sejteken

Mivel a p31-43 peptidet felismerd antitestek jellemzdéen keresztreagaltak a y-gliadin
peptidekkel, megvizsgaltuk, hogy szekvencia hasonlésaguk nyoman vajon a y-gliadin peptidek
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is képesek-e kifejteni a p31-43 peptiddel kapcsolatban jol ismert sejtszintii (in. toxikus’) hatast
Caco2 sejtkultaran. A Caco2 sejtkultiran a p31-43 peptid jellegzetes mddon a tight junction
kapcsolatok felbomlasat idézi elé. Ez jol vizualizalhaté a citoplazma membranban a tight
junction kapcsolddasi pontokon eléforduld ZO-1 fehérje fluoreszcens jelolésével, mely a
toxikus peptid jelenlétében elveszti hullamos interdentacioval jellemezheté mintazatat, a
sejtkonturok kiegyenesednek. Ezt az ismert bioldgiai hatast ki tudtunk mutatni a biotinilalt p31-
43 peptiddel, ugyanakkor sem a p57-68, sem pedig a y-gliadin peptidek nem voltak képesek a
nagyfoku szekvencia hasonlosag ellenére a tight junction kapcsolatokat befolyasolni (18.
abra). Az eredmények alapjan a p31-43 peptid toxikus hatasa egyedi, a homolog y-gliadin

peptid szekvenciakkal nem reprodukalhato.

yGlia_sh

18. abra Caco-2 sejtkultira immunfluoreszcens festése anti-ZO1 antitestek alkalmazasaval. Az anti-ZO1
antitest festddés a tight junction kapcsolatokat jeleniti meg, a biotinilalt a-gliadin (p31-43, p57-68) és y-gliadin
(yGlia_E, yGlia_sh) peptidekkel tortén6 24 o6ras inkubacio hatasat vizsgaltuk ezen sejt-sejt kapcsolatra. A képek

két ismételt kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek.
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6.6. A PreventCD tanulmany mintainak vizsgalata — klinikai kimenetel

A korabbi kisérleteinkben a coeliakias betegek o és y-gliadin peptidekre iranyuld szérum
antitest reakciodit vizsgaltuk meg, melybdl jol lathatd, hogy a dominans antigén a y-gliadin és

az o-gliadin elleni valasz leginkabb keresztreakcié eredménye.

A tovabbiakban a PreventCD tanulmanyban részt vevé csecsemdk gliadin elleni antitest
valaszat vizsgaltuk a prospektiv vizsgéalat soran vett szérum mintdk felhasznalasaval. A
PreventCD nemzetkdzi tanulmany egyediilallé lehetdséget kinalt a coeliakia rizikoval
rendelkezd gyermekek immunvalaszanak az elsé glutén beviteltél kezdddé kovetéses
vizsgalatara, tovabba a coeliakiassa valo, illetve késébb nem érintett gyermekek

immunvalaszanak 0sszehasonlitasara.

Az eredeti PreventCD tanulmany elsédleges célkitizése a coeliakia lehetséges megel6zésének
vizsgalata volt Kis dozisu, korai glutén bevitellel genetikai rizikoval rendelkezé csecsemékben.
A csecsemOk egy része 4 és 6 honapos kora kozott vitalis glutén készitményt kapott (A csoport
vagy intervencios csoport), mig masik résziik ezalatt placebo készitményt (B csoport vagy
kontrol csoport). 6 honapos kor utdn mindkét csoportba tartozéd gyermekek azonos modon,
emelked6 mennyiségben, majd 10 honapos kortél szabadon fogyaszthattak glutént, és az
esetleges coeliakia diagnozis kimondasaig glutén tartalmu étrendet tartottak. Az eldiitemezett
vérminta vételek id6pontja 4, 6, 9, 12, 24, 36 honapos korban volt és a coeliakia diagnozisanak
kimondasakor, ettdl eltéré idépontban is vettek mintat. A PreventCD eredményei alapjan az
elsddleges kimeneti végpont nem teljesiilt, a coeliakia kialakuldsdnak aranyaban nem volt
szignifikans kiilonbség az intervencios és a placebo csoport kozott (Vriezinga és mtsai, 2014),
azonban az azonos ddzisu, azonos ¢€letkorban adott glutén hatasainak vizsgéalatara a levett

mintak paratlan lehetdséget adnak.

A kovetkezOkben a coeliakia fobb antigénjei (nem dezamidalt gliadin peptidek — NGP,
dezamidalt gliadin peptidek — DGP, szdveti transzglutaminaz — TG2) ellen iranyuld szérum
antitestek valtozasat kovettiik nyomon MeDALL fehérje mikrochip modszer segitségével és
hasonlitottuk Ossze a coeliakiassa valo, illetve nem valo rizikod csecsemdk valaszat az egyes

csoportokban.
6.7. A primer glutén-expoziciora adott korai antitest valasz elemzése
Az A csoportban a csecsemdk jelentds antitest termeléssel valaszoltak a 8 hetes glutén

taplalasra. A 6 honapos kori szérum mintakban IgG és IgA antitest reakcio egyarant kimutathato
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volt, mind az NGP, mind pedig a DGP irant (19.A,B abra), de cocliakiat jelz6 TG2 specifikus
antitestek nem jelentek meg. Ebben a kezdeti immunvalaszban az antitest koncentraciok
szignifikansan magasabbak voltak az NGP antigénre, mint a DGP antigénre. A gliadin elleni
IgA immunvalasz bizonyitja a csecsemodk sajat adaptiv immunvalaszat a taplalékban talalhato
antigénre, hiszen ilyen antitestek nem juthatnak a csecsemd keringésébe transzplacentalis
transzfer vagy anyatejes taplalas utjan (Van De Perre, 2003). A B csoportban 1év6 csecsemdk
6 honapos korukig csak placebot kaptak, igy szérum mintaik nem mutattak reakcidt ezen
idépontban, viszont 9 honapos korban, a glutén tartalmu étrend bevezetését kovetden, hasonlo,

az NGP és DGP ellen iranyuld antitest termelést mutattak (lasd késobb, 23. abra).
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19. abra. IgA és IgG szérum antitestek termelédése a 8 hetes glutén intervenciot (A csoport n=74) illetve
placebo fazist (B csoport n=48) kovetéen. Nem dezamidalt gliadin (NGP), dezamidalt gliadin (DGP) és szoveti
transzglutaminaz (TG2) elleni szérum antitestek kimutatasa Alexa Fluor 546 jelolt anti-human IgA illetve IgG
masodlagos antitestek alkalmazasaval fehérje mikrochip médszer segitségével. ISU a detektalt fluoreszcens
intenzitas, mely aranyos a szérum antitest koncentracioval. A grafikonok a mediant (piros vonal) és az interkvartilis

értékeket (sziirke téglalapok) reprezentaljdk. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiik
szignifikansnak. ****p<0,0001

6.8 A korai antitest valasz értékelése a coeliakia manifesztacio, illetve a genotipusok

alapjan

Az A csoportba tartozdo, HLA-DQ?2, illetve DQS riziké allélekkel rendelkezd, késobb
coeliakiassa valo, illetve nem vald csecsemok hasonld IgA (20.A abra) és IgG (20.B abra)
ellenanyag termeléssel reagaltak a glutén bevitelre, mint a coeliakidval érintett csalddban
sziiletett, de HLA-DQ riziko alléllal nem rendelkez6 csecsemdk. Ezen alcsoportok

mindegyikében, a coeliakidsokat 1is beleértve, szintén megfigyelhetd, hogy korai
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immunvalaszuk soran a nem-dezamidalt gliadin ellen magasabb antitest szintet regisztraltunk,
mint a dezamidalt gliadin ellen és ezen gliadin elleni humoralis reakcidé nem tarsult TG2-

specifikus antitestek megjelenésével.
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20. abra. A késébb coeliakias (n=17), nem coeliakidas (n=57) illetve a HLA-DQ2/DQ8 negativ (n=11)
csecsemdék 8 hetes glutén bevitelre adott korai IgA és IgG szérum antitest reakcioi hasonlék. Nem dezamidalt
gliadin (NGP), dezamidalt gliadin (DGP) és szoveti transzglutaminaz (TG2) elleni szérum antitestek kimutatasa
Alexa Fluor 546 jelolt anti-human IgA illetve IgG masodlagos antitestek alkalmazasaval fehérje mikrochip
modszer segitségével. CD = coeliakia, ISU = detektalt fluoreszcens intenzitas, mely aranyos a szérum antitest
koncentracioval. A grafikonok a mediant (piros vonal) és az interkvartilis értékeket (sziirke téglalapok)

reprezentaljak. Az ANOVA analizis soran p <0,05 tekintettiik szignifikansnak. n.s. nem szignifikans.

A csecsemOk korai glutén elleni humoralis immunvalaszaban érdekes tendenciat figyelhetiink
meg, ha a HLA-DQ genotipusok szerint csoportositjuk az A csoportba tartozo egyéneket. Azt
tapasztalhatjuk, hogy a coeliakia kifejlodésére magas kockazatot jelenté HLA-DQ2.5
genotipussal rendelkez6 személyek jellemzden jelent6sen alacsonyabb szintii IgG (21.A abra),
illetve IgA (21.B abra) antitest termeléssel reagaltak az adott mennyiségii glutén bevitelre, mint
a coeliakia kifejlédésre kisebb kockazatot jelenté HLA-DQ2.2/HLA-DQ2.5 vagy csak DQ2.2
genotipussal rendelkezd személyek. A legmagasabb kockazatit HLA-DQ2.5 genotipusra
homozigéta személyek pedig még kisebb antitest termeléssel reagéltak vagy szamos esetben

egyaltalan nem is volt mérhetd korai antitest valaszuk.
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21. abra. Az A csoportba tartozé csecsemdék 6 honapos kori NGP, illetve DGP elleni antitest valasza
genotipusok szerint. HLA genotipusok esetén az X az egyéb nem DQ2, nem DQ8 alléleket jel6li. Nem dezamidalt
gliadin (NGP), dezamidalt gliadin (DGP) elleni szérum antitestek kimutatasa Alexa Fluor 546 jeldlt anti-human
IgA illetve IgG masodlagos antitestek alkalmazasaval fehérje mikrochip mddszer segitségével. ISU a detektalt
fluoreszcens intenzitas, mely aranyos a szérum antitest koncentracioval, az oszlopok az atlagokat és a szorast

reprezentaljak. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. **p<0,01 ***p<0,001

6.9. Az NGP/DGP felismerés valtozasa a korai immunvalasz soran és a coeliakia

manifesztacioja idején

Az A csoportba tartozo coeliakiassa valo, illetve nem valo riziko csecsemék NGP és DGP ellen
iranyuld antitest valaszat vizsgalva megallapithato, hogy a coeliakiassa valo gyermekek esetén
két kiemelked6 antitest valasz detektalhatd: az els6é 6 honapos korban a primer glutén bevitelre
adott korai reakcid, mig a masik a coeliakia diagnézis idején tapasztalhatd, e két pont kozott
pedig a szérum antitestek csokkend tendenciaja figyelhetd meg (22.A abra). A coeliakiassa
nem valo riziké gyermekek esetében viszont csak egy, a gluténre adott korai immunvalasz
detektalhatdé (22.B abra). A Korai antitest immunvalasz - késObbi coeliakia kialakulasatol
fliggetlen - kozos jellemzéje, hogy az NGP antigént részesiti elonyben a DGP-vel szemben.
Ezen NGP irant mutatott preferencialis kotddés a kovetés teljes idétartamaban megmarad azon
gyermekeknél, akik nem lesznek coeliakidsok, mig a coeliakidssa valo gyermekeknél a
diagnozis idOpontjaban tapasztalhatdé az addig alulreprezentalt DGP elleni antitestek
nagymértéki megemelkedése (22.C abra). Ezen tendencia mind az IgG, mind az IgA antitestek

esetén fellelhetd, de az IgA valasz kevésbé egységes (nem mindenkinél jelentkezik).
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22. abra. Az A csoportban 1évé gyermekek gliadin elleni antitest immunvalasza a kovetéses vizsgalat
idétartama alatt. A coeliakiassa valo (A) illetve nem valo (B) gyermekek szérum mintaiban detektalt NGP, illetve
DGP elleni antitest atlagkoncentraciok. Az egyes gyermekek NGP, illetve DGP elleni reakcidinak korrelacioja a
primer glutén bevitelt kovetd korai immunvalasz, illetve a coeliakia diagnézis idején (C). A szérum antitestek
kotédésének kimutatasa Alexa Fluor 546 jelolt anti-human IgG masodlagos antitest alkalmazasaval, fehérje
mikrochip modszer segitségével tortént. Alkalmazott roviditések ho =honap (életkor), Diag = a coeliakia diagndzis
id6pontja (3-5,5 éves kor kozott). ISU a detektalt fluoreszcens intenzitas, mely aranyos a szérum antitest
koncentraciéval. A grafikonok a mediant (piros vonal) €és az interkvartilis értékeket (sziirke téglalapok)

reprezentaljak. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. *p<0,05, ****p<0,0001

Hasonloképpen, a B csoportba tartozo coeliakiassa valod (23.A abra) és nem valo (23.B abra)
gyermekek esetében is tapasztalhatd, hogy 9 honapos korban, a primer glutén bevitelt kovetden
(6 honapos korig csak placebot kaptak) a termelddd korai antitestek az NGP kotést preferaljak.
Ez a tendencia kizarolag a coeliakidssa valo gyermekeknél a diagnozis idején valtozik meg és

tolodik az antitest valasz a DGP iranyaba (23.C abra).
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23. abra. A B csoportban 1évé coeliakiassa valo (A) illetve nem valé (B) gyermekek kivetéses vizsgalat
idétartama alatt detektalt gliadin elleni antitest valasza. A primer glutén bevitelt kovetd korai immunvalaszt
anem dezamidalt gliadin elleni antitestek dominaljak, mig a coeliakia diagndzis idején az egyének antitest valasza
a dezamidalt gliadin felé tolodik el (C). A szérum antitestek kotddésének kimutatasa Alexa Fluor 546 jelolt anti-
human IgG masodlagos antitest alkalmazasaval, fehérje mikrochip modszer segitségével tortént. Alkalmazott
roviditések ho = honap (életkor), Diag = a coeliakia diagndzis idépontja. ISU a detektalt fluoreszcens intenzitas,
mely aranyos a szérum antitest koncentracioval. A grafikonok a mediant (piros vonal) és az interkvartilis értékeket
(sziirke téglalapok) reprezentaljak. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiilk szignifikansnak.
*p<0,05, ***p<0,001

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a gliadin elleni antitest valasz a TG2 elleni antitestek

megjelenésekor (azaz a coeliakia diagnézis idején) kezd a dezamidalt gliadin felé tolodni.
6.10. A coeliakia manifesztacioval jaro affinitas érés a PEQPFP epitopra

Szintetikus gliadin peptid szekvenciakat hasznalva, jel6lés nélkiili molekularis interakcid
detektald Dbiofelszin interferometridas modszerrel vizsgaltuk, hogy a coeliakia rizikoju
gyermekek altal, a korai immunvalasz soran termelt gliadin elleni antitestek a coeliakia
szempontjabol kulcsfontossagu epitopot célozzak-e, illetve, hogy ezen korai antitestek
affinitasa mennyiben tér el a coeliakia diagnézis idején termelddo antitestekétol. Gliadin elleni
antitesteket nyertiink ki affinitas tisztitassal a 6 honapos korban gytijtott szérum mintakbol,

coeliakiassa valo gyermekek (n=3) illetve coeliakidssa nem valé gyermekek (n=3) esetén,
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valamint a coeliakia diagnézis idejérdl szarmazd mintakbol (n=4). Az antitestek egyensulyi
disszociacios allandojat (Kp) meghataroztuk a kovetkez6 gliadin szekvenciak esetén: nem
dezamidalt yGlia Q (PLQPQQPFP), dezamidalt yGlia E (PLQPEQPFP) és révid dezamidalt
vGlia_sh (PEQPFP) peptid (24.A abra), ahol egyetlen epitophoz toérténd, monovalens

kotodésre lehet szamitani.
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24. abra. A coeliakia diagnozis idején megné a gliadin elleni antitestek affinitasa a PEQPFP y-gliadin
eredetii epitopra. A 6 honapos korban, illetve a coeliakia diagnozis idején megjelend, affinitas tisztitott gliadin
antitestek gliadin peptid kotési kinetikajat valds idejii jelolés nélkiili biofelszin interferometrids modszerrel
vizsgaltuk (A). Sztreptavidin bioszenzorra 3uM biotinilalt yGlia Q, yGlia E, illetve yGlia_sh peptidet
immobilizaltunk, majd az antitesteket 240, 120, 60, 30 nM koncentracidban adtuk hozza. Az egyensulyi
disszociacios allandét (Kp) a BLItz Pro 1.2.1.5 szoftver segitségével allapitottuk meg illetve megallapitottuk a
vGlia_E/ yGlia_Q Kp értékek hanyadosat (B) az egyes csoportokban. A grafikonok az atlagokat és a szorast
reprezentaljak. Az ANOVA analizis soran a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. **p<0,01 ***p<0,001,
**%%p<0,0001

A késobb coeliakiassa valo, illetve nem valod csecsemdk altal 6 honapos korban termelt gliadin
elleni antitestek egyarant nagy affinitassal kotddtek a yGlia_Q (atlag Kp 2,5x108 M, illetve
1,2x107 M) és yGlia_E (atlag Kp 3,5x108 M, illetve 1,7x10" M) peptid szekvenciakhoz. Ez
azt jelenti, hogy a glutén bevitelre adott korai antitest valasz, a betegség késébbi kialakulasatol
fliggetlentil, a coeliakidban immundominans gliadin epitopra iranyul. Ugyanakkor ezen 6
hoénapos korban termelddd antitestek csupan gyenge interakciora képesek a rovid yGlia_sh

peptiddel (atlag Kp 1,3x10 M, illetve 1,8x10* M).

A coeliakia diagnozis idején megjelend antitestek viszont nemcsak a yGlia Q és yGlia E

peptidekkel (atlag Kp 3,6x10% M, illetve 1,6x10® M) képesek erds interakciot kialakitani,
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hanem jelentGs affinitas érést mutatnak a yGlia_sh peptid dezamidalt PEQPFP motivumara is
(4tlag Kp 5,8x107 M).

Noha az antitestek Kp értékei nem mutattak szignifikans kiilonbséget a yGlia Q és yGlia E
peptiddel valo interakcio soran az egyes csoportokban, a Kp yGlia_E / Kp yGlia_Q hanyados
értékeket adott személyre egyénenként kiszamitva (24.B abra) egyértelmiien lathatd, hogy a 6
honapos korban termel6dé antitestek szignifikansan nagyobb affinitassal kotédnek a nem
dezamidalt yGlia_Q peptidhez. A coeliakia diagndzis idején termel6dé antitestek affinitasa
pedig a dezamidalt yGlia E peptid irant volt jelentésen magasabb. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a szérum mintak esetén tapasztalt valtozassal, miszerint a korai reakcio
idején az NGP a preferalt antigén, mig a coeliakia diagn6zis idején a kezdetben alulreprezentalt

DGP elleni reakcio jelentésen megnd.

6.11. A TG2 elleni antitest nélkiil termel6dé gliadin elleni antitestek gyenge indikatorai a

coeliakianak

Vizsgalatainkban lathato, hogy rendszeres glutén bevitel mellett NGP, illetve DGP elleni
antitestek gyakran el6fordulnak a coeliakia rizikoval rendelkez6 gyermekekben. ROC analizis
segitségével vizsgaltuk, hogy a termelddé NGP, illetve DGP elleni antitestek mennyisége
alapjan megkiilonboztethetok-e a coeliakiassa vald és nem vald gyermekek, illetve hogyan

valtozik a prediktiv érték, ha a megjelend TG2 antitesteket is figyelembe vessziik.

A TG2 elleni antitest hianyaban, barmely életkorban termelédé NGP, illetve DGP elleni
antitestek altal adott ROC gorbe alacsony gorbe alatti teriilettel (AUC) jellemezheté (NGP 1gG
AUC=0,51 illetve DGP IgG AUC=0,53), mely nem alkalmas a coeliakiassa valo és nem valo
gyermekek elkiilonitésére egyetlen pozitivitasi kiiszobértéknél sem (25.A abra). Ugyanakkor,
ha csak azokat a NGP, illetve DGP antitest értékeket vessziik figyelembe, melyek TG2 elleni
antitest megjelenésével is parosulnak, a ROC gorbe jelentGsen javul és a gorbe alatti teriilet
novekszik (NGP 1gG AUC=0,94 illetve DGP IgG AUC=0,99). Az NGP, illetve DGP elleni IgA
izotipusu antitestek azonos eredményt mutatnak egy kissé¢ gyengébb diszkriminacios értékkel

(25.B abra).
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25. abra. A transzglutaminaz antitestek nélkiil jelentkez6 nem dezamidalt (NGP) illetve dezamidalt gliadin
(DGP) elleni antitestek nem jelzik elore a késobbi coeliakia kialakulasat. Hatasfokmérd karakterisztika (ROC)
analizis segitségével vizsgaltuk az életkortdl fliggetleniil, de glutén fogyasztas idején detektalt gliadin (NGP,
illetve DGP) elleni szérum IgG (A), illetve IgA (B) antitestek coeliakia predikcios hatasat a TG2 elleni IgA

antitestet tartalmazo (>3,9 ISU) illetve nem tartalmazo mintakban. AUC jelentése gorbe alatti tertilet.

Ezen eredmények alapjan egyértelmi, hogy sem a primer glutén bevitelre adott korai antitest
véalasz, sem a késobbi életkorban detektalhatd gliadin elleni antitestek dnmagukban nem
képesek a coeliakias és nem coeliakias esetek elkiilonitésére, csakis a TG2 elleni antitestek
figyelembevételével érhetd ez el, ami alatamasztja, hogy a coeliakia diagnozisanak alappillére

a TG2 antitest pozitivitas.
6.12. Az els6ként megjelené TG2-specifikus antitestek az epitop 2 felszint ismerik fel

A klinikai vizsgalat idGtartama alatt 33/122 (27%) gyermeknél alakult ki coeliakia (median 3
éves életkorban, széls6 értékek 2-5,5 év), a diagnozist Marsh 111 szovettani eredménnyel is
alatamasztottak. A diagnozis idején a TG2 antitest pozitivitas minden esetben klinikai ELISA,
illetve EMA vizsgalatokkal is igazolt volt. A MeDALL mikrochip vizsgalatban ezek koziil csak
24 gyermek diagnodzis kori mintai alltak rendelkezésre, mivel 9 gyermek esetén a coeliakia a

MeDALL vizsgalatok elvégzését kovetden manifesztalodott.

Az 6sszes PreventCD minta analizise soran TG2 elleni IgA antitest csak a 24 coeliakias paciens

mintaiban és csak a diagndzis idején volt detektalhato (26.A abra). A TG2 elleni 1gG antitestek
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ezek koziil csak 20 paciens esetében voltak kimutathatok alacsony koncentracioban (IgA
hidnyos coeliakids nem volt a vizsgalt mintadk kozott). A coeliakia diagnozis idején az NGP és
DGP antitestek mennyisége is megemelkedett, de szérum koncentraciojuk Pearson teszt alapjan
nem mutatott korrelaciot (26.B abra) a TG2 elleni antitestek mennyiségével (TG2 IgA kontra
NGP IgA r=0,21).

A B
300+ 400+ e NGP r=0,21
= 250 5 ) e« DGP r=0,16
7] 2 300- .
= 200- <
g 2.
~ 150 S204,%
] 1 .
- 100- % o’ .
B 2 10040, oo .
< 50 & I " H
[ .
0+ 0+——r T T 1
0 100 200 300 400
Eletkor (év) Anti-TG2 IgA [ISU]
C ? D ¢ ok K |
300- Ak = 100+ Ass
& : .g “A“‘l‘
5 250+ “ ™ 804 Aa s
o o at
— 2004 s s Adgar
< o 601
§ 1501 | £ . a
L 404
K 100 R £ aaaad
£ . g x
< 504 “‘::‘ 1l tr 204 Aaaa
e *a o Aawm
0 B i 8 0 T ‘a;“
,\C‘;" & chL Epitop 2 Epitop 1ill. egyéb
D
& "

26. abra. A coeliakia diagnozis idején megjelené TG2 elleni antitestek az epitop 2 felszinre iranyulnak. (A)
A human TG2 elleni szérum IgA antitestek megjelenését 4 honapos kortol kezdve kovettiik a vizsgalatban részvevo
coeliakiassa valo rizikd gyermekek esetében (a coeliakia diagndzis idején a median életkor 3 év). A szines vonalak
az egyes pacienseket reprezentaljak. (B) A coeliakia diagnoézis idején (n=24) detektalt TG2-specifikus IgA
antitestek és a nem dezamidalt gliadinhoz (NGP), illetve a dezamidalt gliadinhoz k6t6d6 IgA antitestek szintjének
korrelacioja, a korrelacios koefficienst (r) Pearson teszttel meghatarozva. (C) A coeliakia diagnézis idején (n=24)
a vad tipusu TG2, illetve az epitop 2-vel nem rendelkez6 dupla mutans TG2 RE (R19S, E153S) fehérjéhez kot6do
szérum antitestek kimutatasa Alexa Fluor 546 jelolt anti-human IgA masodlagos antitest alkalmazasaval, fehérje
mikrochip modszer segitségével tortént. (D) Az antitestek epitopok kozotti szazalékos megoszlasat a B panel adatai
alapjan szamitottuk ki (a vad tipusu TG2 fehérjéhez valo kotédést 100%-nak véve). A TG2 RE dupla mutanshoz
val6 kotddés az epitdp 1, illetve egyéb felszinekhez rendelhetd rezidualis kotddést reprezentalja. A haromszogek
az egyes pacienseket jelolik, mig az oszlopok a medidnt és az interkvartilis tartomanyokat. ISU a detektalt
fluoreszcens intenzitas, mely aranyos a szérum antitest koncentracioval. Az egyprobas T-teszt soran a p <0,05

értéket tekintettiik szignifikansnak. ****p<0,0001

A diagnozis idején megjelend TG2 elleni antitestek epitop specificitasat is megvizsgaltuk egy,

a munkacsoportunkban korabban termelt dupla mutdns TG2 fehérje (TG2 RE) felhasznalasaval,
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melyben az epitop 2 felszinét alkotd kulcsfontossagu aminosavakat pontmutacioval szerinre
cseréltiik (R19S, E153S). Ezt a rekombinans fehérjét — bar térszerkezete megfeleld - az epitop
2 elleni antitestek nem képesek felismerni (Simon-Vecsei és mtsai, 2012). A dupla mutans TG2
RE fehérje esetén az antitestek kotddése a vad tipust TG2 fehérjéhez képest 17%-ra csokkent,
mely az epitop l-re és TG2 egyéb felszineire kotddd antitesteket reprezentdlja. Ezen
eredmények alapjan a termelddd TG2 elleni antitestek tulnyomo tobbsége az epitdp 2 felszinre

iranyul (26.C, D abra).
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7. Megbeszélés

Irodalmi adatok alapjan az a és a y-gliadinok egyforman potens kivaltoi a coeliakias betegek
T-sejt valaszanak (Qiao és mtsai, 2005; Tollefsen és mtsai, 2006; Dorum és mtsai, 2010),
viszont a B-sejtek szamara egyértelmiien a y-gliadinok a preferalt antigének és csupan rendkiviil
alacsony mértéki szérum reakciok mérhetdk a-gliadinokra (Srinivasan és mtsai, 2013; Dorum
és mtsai, 2016). Vizsgalatainkban jelolés nélkiili kvantitativ analizis és kotédés vizsgalatok
soran egyedi peptidek altal affinitas tisztitott antitestek alkalmazasaval kimutattuk, hogy bar a
humoralis immunitas célpontjai egyértelmiien a y-gliadinok, némely a-gliadin szekvencia is

lehet immunogén a B-sejtek szamara és antigenitasuk a TG2 altali dezamidacioval fokozhato.

A coeliakia pathomechanizmusaban rendkiviil fontos szerepet tolt be két a-gliadin fragmens: a
p31-43, illetve a p57-68 peptid. A p57-68 peptid a legerésebb HLA-DQ2.5 fiiggé T-sejt
stimulalo gliadin szekvencia, melynek TG2 altali dezamidacioja nagymértékben néveli a peptid
immunogenitasat (Arentz-Hansen és mtsai, 2000), mig a p31-43 peptid egy olyan a-gliadin
fragmens, mely képes aktivalni a természetes immunitast, ezaltal cellularis stressz valaszt idéz
elé (Barone és mtsai, 2014). A glutén TG2 altali dezamidaciojat legtobbszor egy komplex
glutén elegyben vizsgaltak, melyhez kezdetben még tengerimalac TG2 enzimet, majd pedig
rekombinans human TG2 Gly?** enzimet alkalmaztak, azonban a huméan TG2 enzim
leggyakoribb természetes varidnsa a TG2 Val??* (Kanchan és mtsai, 2013). Vizsgélatainkban
kozvetlen modon elemeztiik a p31-43 és p57-68 peptidek TG2 altali dezamidacidjat, a TG2
Val?** format alkalmazva, mert a természetes TG2-ben a 224 pozicioban taldlhato valin
befolyasolja az enzim aktivitasat. A tomegspektrometrias analizis alapjan a Q34 és Q40
pozicidban torténé dezamidacio is megallapithatd volt a p31-43 peptidben, mely a QEQPF és
PEQPY motivumok létrejottét eredményezte. Ezen eredmények Osszhangban vannak az
irodalmi ismeretekkel, miszerint a TG2 altali dezamidécid soran preferalt felismerd szekvencia
a QXP motivum. A p57-68 peptid esetében a Q65 pozicidban bekovetkezé dezamidacid volt a
leggyakoribb reakcioé termék, mely megerdsiti az irodalomban mar leirt PELPY motivum

1étrejGttét.

Tomegspektrometrias adataink szerint a p31-43 peptid esetében a Q35, mig a p57-68 peptid
esetében Q59 pozicidban is eléfordulhat dezamidacid. Ennek hatdsat azonban nem teszteltiik,
mivel korabbi vizsgalatok mar kimutattdk, hogy az igy létrejovo QQEPF, illetve QLEPF
motivumok még a nem dezamidalt szekvenciaknal is gyengébb antigének a coeliakias gliadin

elleni antitestek szamara. (Schwertz és mtsai, 2004).
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A coeliakias betegek szérum antitestjeinek kiilonb6z6 nativ és dezamidalt gliadin peptidekhez
valo kotddését biofelszin interferometridas modszerrel vizsgalva megallapithatd, hogy az a-
gliadin peptidek esetében nagyon alacsony mértékii ktddés mutathaté ki, mig a y-gliadin
peptidek egyértelmiien domindns antigének a humoralis immunvalasz szempontjabol. A
coeliakia manifesztacié idején a betegek szérum antitestjei egyforman jol kotédtek a nativ
(yGlia_Q) ¢és a dezamidalt (yGlia E) y-gliadin peptidhez (korrelacios index, r=0,92). Bar a
dezamidalt o és y-gliadin peptid formak esetében kissé magasabb antitest kotddési értékek

adodtak, a kiilonbség nem volt szignifikans.

A Dbiofelszin interferometrias mérés soran a yGlia E peptiddel kapott szérum antitest
koncentracié értékek jo korrelaciot mutatnak a klinikai anti-DGP 1gG diagnosztikai tesztek
eredményeivel, mely egyrészrdl validalja mérésiink pontossagat, masrészrol pedig kifejezi ezen

heptapeptid szekvencianak az antitest valaszban bet6ltott kbzponti szerepét.

Ismereteink szerint ez az elsd alkalom, hogy egyedi peptidekkel, coeliakids betegek szérum
mintaibol affinitas tisztitott antitestek antigén preferencidit és keresztreaktivitasat vizsgaltak.
Vizsgalatainkban barmelyik gliadin peptiddel is végeztiik el az affinitas tisztitast, az izolalt
antitestek szamara a QP(Q/E)QPFP y-gliadin motivum volt a legjobb immunogén szekvencia,
mely egyértelmiien arra utal, hogy a coeliakias betegek B-sejtjei szamara ez a szekvencia a fo
immunogén. Minden vizsgalt paciens esetében a y-gliadinra reagald antitestek mennyisége
joval meghaladja a p31-43 és p57-68 a-gliadin peptidekre reagal6 antitest szintet, mely szintén
mutatja a y-gliadin dominans szerepét. Tovabba a QPQQPFP y-gliadin motivumot tartalmazé
peptideknek fontos szerepe van a csecsemOkori immunvalasz soran, hiszen az elséként
megjelend gliadin elleni antitestek kizarolag ezen motivumot ismerik fel nativ, illetve
dezamidalt forméaban. Az a-gliadinokat felismerd antitestek csak késobbi életkorban és mindig
alacsonyabb mennyiségben detektalhatok. Ezen eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a y-
gliadinok az elsédleges immunogének és az immunvalasz soran alakulnak ki az a-gliadin

peptidekkel keresztreagalo tulajdonsagu antitestek.

Az antitestek gliadin peptid szekvenciak kozotti keresztreaktiv tulajdonsagara j6 irodalmi példa
az egér 33-mer o-gliadin fragmenssel torténd immunizécidja altal nyert G12 illetve Al
monoklondlis gliadin elleni antitest. Ezek, bar eltérd hatékonysaggal, de a QPQLPY, QPQQPY,
QPQQPF, QPQLPF, QPQLPL, QPELPY motivumok mindegyikét képesek felismerni (Moron
és mtsai, 2008). Az altalunk vizsgalt coeliakias betegekbdl szarmazé gliadin-specifikus
antitestek esetében is hasonlo jellegli keresztreaktiv tulajdonsagot figyeltink meg az vy-
gliadinhoz hasonl6 szekvencia motivumok felismerésében.
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Az egyedi peptidekkel végzett affinitas tisztitds eredményei azt is megerdsitik, hogy a
coeliakids betegek szérumdban talalhat6 gliadin-specifikus antitestek erdteljes keresztreakciot
mutatnak a nativ és dezamidalt y-gliadin szekvencidk kozott. Ezt a megfigyelést alatdmasztja
azon korabbi eredmény, miszerint a coeliakias betegekbdl klonozott gliadin-specifikus B-sejtek
tobbsége a dezamidaciotol fiiggetlen felismerésre képes (Snir és mtsai, 2017). Bar a klinikai
diagnosztikai esszék esetében nagyobb specificitast értek el dezamidalt gliadin peptidek
alkalmazasaval (Schwertz és mtsai, 2004; Rashtak és mtsai, 2008), fontos kiemelni, hogy a
valos idejii biofelszin interferometrids vizsgalati modszer a rovid peptid antigének esetében
jobb hozzaférhet6séget biztosit az ELISA immunesszékkel Osszevetve, ahol az antitestek
kotodését sztérikus gatlas nehezitheti. Ez a kiilonbség magyarazhatja a rendszeriinkben

tapasztalt hatékony kotddést a nativ gliadin peptidhez.

A PQQ y-gliadin szekvencia motivum kulcsfontossagli a coeliakias betegek gliadin-specifikus
antitestjei szamara, ezt jol szemlélteti, hogy a p31-43 a-gliadin peptid, mely tartalmazza a PQQ
motivumot, nagysagrenddel jobb antigén, mint a p57-68 a-gliadin peptid, melybdl hianyzik a
PQQ szekvencia. Az a-gliadin peptidek gyenge antigenitasanak magyarazatahoz hozzajarulhat
az a kisérletes irodalmi adat, mely szerint a tirozin jelenléte kedvezdtlenebb az antitest
felismerés soran, mint a fenilalanin (Schwertz és mtsai, 2004). Ezen megfigyelést ma mar
gliadin peptidet kotott antitest kristalyszerkezet is alatamasztja (Snir és mtsai, 2017), melyben
megfigyelhetd, hogy a fenilalanin jol tud illeszkedni az antitesten egy apolaros zsebbe, viszont

a tirozin polaros hidroxil csoportja kedvezétleniil hat az antitest kotédésre.

A szérum antitestek gliadin peptidek esetében tapasztalhatd keresztreaktivitdsanak fontos
diagnosztikai vonatkozasai is vannak. A keresztreaktiv antitest jelenlétének koszonhetden n6 a
klinikai tesztek szenzitivitasa. Ezt demonstralja az a megfigyelés, hogy méréseink soran a
QPEQPFP motivumot hordozo szintetikus dezamidalt y-gliadin peptidet egyediil alkalmazva, a
meghatarozott antitest szintek jo korreldciot mutatnak a klinikai gyakorlatban hasznalatos
gyartéi DGP 1gG esszék eredményeivel. Ezek a klinikai tesztek tobbféle peptid antigént
alkalmaznak, melyek szabadalmi oltalom alatt allnak. A tesztek mért értékei relativ
egységekben vannak kifejezve és magas pozitiv prediktiv értékkel birnak az anti-TG2 pozitiv
paciensek korében (Werkstetter és mtsai, 2017). Egy olyan Gjszerti mérési modszer, mint a
biofelszin interferometria megfeleld eszkoz lenne egy egységes kalibracio kialakitasara, hiszen
a specifikus antitest kotodést pg/mL egységben képes kifejezni. Az abszolut koncentracio
mérésen alapulo eljaras kikiiszobolné az egyes klinikai centrumok és a kiilonb6z6 forgalomban

1évo klinikai tesztek kozott tapasztalhato eltéréseket és a mérési tartomany még pontosabb
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beallitasat tenné lehet6vé. Fontos megemliteni, hogy a ProCeDE Kklinikai vizsgalatban
meghatdrozott antitest szintek a kiilonbozo klinikai tesztek esetében O - 39%-ban a mérési
tartomany folé estek. A mérési tartomanyon kiviil esé magas pozitiv szeroldgiai eredmények
pedig hasznalhatatlanok, amikor a gluténmentes diéta terapias hatasat szeretnénk kovetni a

szérum antitestek mérésével.

A jelolés nélkiili biofelszin interferometria masik nagy eldnye, hogy egy lépésben képes
kvantitativ médon meghatarozni az IgA ¢és 1gG izotipust antitesteket. A klinikai tanulmanyok
szerint az 1gG mérésen alapuld teszteknek nagyobb a szenzitivitasa, mig az IgA mérésen
alapulo tesztek nagyobb specificitassal jellemezheték (Rashtak és mtsai, 2008), és a fiatal
gyermekek korében gyakran nagyon magas gliadin elleni IgA antitest szintek detektalhatok
(Vriezinga és mtsai, 2014). A kezeletlen coeliakia esetében, id6sebb gyerekek és felnéttek
korében az IgG gliadin elleni antitest szint azonban sok esetben kifejezetten alacsony is lehet
¢és ezen esetekben a klinikai tesztek kevésbé specifikusak, mint az anti-TG2 IgA mérések. A
jelen munkank soran nem vizsgaltuk az egyes gliadin peptidekkel mért antitest szintek
diagnosztikai pontossagat, azonban az irodalomban ismert, hogy a gliadin elleni antitest mérés
esetében nem ritka a fals pozitivitas. Ennek egyik oka lehet, hogy a glutént nem tartalmazo
gabonafélék is hordoznak strukturdlisan hasonlo6 peptid motivumokat és az ezek ellen termel6do

antitestek képesek keresztreagalni a gliadin peptidekkel.

Masrészt a klinikumban kozismert, hogy gliadin elleni antitestek mar a coeliakia
ugyanakkor rendkiviil keveset tudunk ezen coeliakia diagndzist megel6z0 adaptiv
immunvalaszrdl, annak prediktiv jellegér6l, és arrdl, hogy ez mennyiben tér el a coeliakia

manifesztaciojakor tapasztalhato gliadin elleni reakciotol.

A PreventCD nemzetkozi tanulmany adta lehetdséget hasznaltuk fel, hogy valaszt kapjunk ezen
kérdésekre. A PreventCD olyan, prospektiv étrendi intervenciot alkalmazé klinikai vizsgalat
volt, melyben a coeliakia kialakulasara magas genetikai rizikoval rendelkezd csecsemdk vettek
részt, igy eredményei kozvetleniil az egészséges csecsemd populacidra nem alkalmazhatok. A
tanulmany erdssége viszont, hogy prospektiv jellege ellenére jelentds szamban alakult coeliakia
a kovetés soran ¢és hogy a korai glutén bevitel egységesitett dozirozas alapjan tortént. A
vizsgalatban a gliadin, illetve TG2 elleni antitestek megjelenését folyamatos rendszerességgel

nyomon kovették, mely biztositja a megbizhat6 és Gsszehasonlithatd eredményeket, illetve a

crcr
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A humordlis adaptiv immunvalasz megbizhatd kvantitalasdhoz MeDALL fehérje mikrochip
technologiat alkalmaztunk, melynek segitségével a coeliakidban relevans antigének (NGP,
DGP, TG2, TG2 RE) ellen iranyul6 antitesteket parhuzamosan tudtuk kiilonb6z6 életkorokban
mérni. A klinikumban hasznalatos diagnosztikus ELISA/ELIA esszék kalibracidja az alacsony
koncentraci6 tartomanyhoz igazitott, hogy a lehetd legnagyobb érzékenységet érjék el, ennek
kovetkeztében pedig gyakori a szignal szaturacio. A MeDALL mikrochip modszer viszont
széles linearis mérési tartomannyal rendelkezik, igy a mennyiségi valtozasokat pontosabb

modon tudjuk nyomon kovetni.

Ismereteink szerint ez az elsé alkalom, hogy coeliakia riziké csecsemdk NGP és DGP elleni
humoralis immunvalaszat szimultdin nyomon kdvetik és a termelddd antitestek affinitasat

meghatarozzak.

A PreventCD tanulmanyban résztvevd német €s magyar gyermekek eredményei azt mutatjak,
hogy a korai glutén bevitelre adott antitest valasz a dezamidalt gliadinokkal szemben a nem
dezamidalt gliadinokat részesiti eldnyben. A termelddé antitestek kozott IgG és IgA izotipust
is kimutathat6, mely izotipus valtast jelez, ami a csecsemdk sajat adaptiv immunvalaszanak
eredménye. Ezen korai immunvalasz soran termelddd antitestek a coeliakia késdbbi
kialakulasatol fiiggetleniil a QP(Q/E)QPFP immundominans gliadin epitopra iranyulnak.
Eredményeink valosziniisitik, hogy T-sejt fiiggé immunvalaszrol van szd6 és egyben
megvilagitjak a fiatal életkorban gyakran nem coeliakidsokban is észlelhetd gliadin antitest

pozitivitas nem pathologias okait.

A gliadin specifikus T-sejtek vizsgalata kapcsan Camarca és munkatarsai (2017) kimutattak,
hogy coeliakia rizikoval rendelkezd, TG2 szeronegativ €s normal szdvettant mutato
gyermekekben is eléfordulnak gliadin reaktiv T-sejtek, melyek magas gliadin elleni szérum
antitest szinttel tarsulnak. Ezen eredmények igazoljak, hogy nem coeliakias betegek esetében
is, a gliadin elleni szérum antitestek jelenléte a vékonybélben zajlé T-sejt medialt
immunreakcioval hozhatdé Osszefiiggésbe. Ugyanakkor a coeliakia rizikoval rendelkezd
gyermekek esetében kimutatott gliadin reaktiv T-sejtek jelenléte és a betegség késobbi

kifejlodése kozotti dsszefliggés még nem teljeskdriien igazolt.

Vizsgalatainkban a HLA-DQ2/DQS8 negativ személyek szintén képesek voltak gliadin elleni
IgA és IgG antitesteket termelni a korai glutén bevitelre adott immunvalaszuk soran. Ezen
kulcsfontossagu megfigyelés arra utal, hogy nem csupan a rizik6 allélekkel rendelkez6 egyének

szamara immunogének a gliadinok és hogy a gliadin peptidek produktiv prezentacidja nem csak
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az eddig leirt MHC II molekulak altal lehetséges. Fontos kiemelni, hogy a HLA-DQ2/DQ8
negativ személyek altal termelt gliadin elleni antitestek izotipusa és nem-dezamidalt gliadin

iranti preferenciaja is azonos volt, mint a riziké allélekkel rendelkezd tarsaikeé.

Ezek a megfigyelések felvetik annak a lehet6ségét, hogy a gliadin peptidek prezentacidja mas
HLA molekulak altal is megvaldosulhat, illetve azt is sugalljak, hogy a gliadinra vonatkozo
tolerancia nem a riziko allélek hianyabol ad6dé passziv kovetkezmény, hanem egészséges

egyénekben a gliadin ellen aktiv immuntolerancia mechanizmus mikodik.

Mindezek tiikrében érdekes megfigyelés az, hogy éppen a magas coeliakia rizikoval jard
genotipusok (foként pedig a HLA-DQ?2.5 homozigotasag) tarsultak feltiinden gyenge humoralis
immunvalasszal. Ebbdl arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a magas coeliakia rizikoval
leirhatd HLA-DQ allélek elégtelen modon prezentalhatjak a gliadin peptideket a korali
¢letkorban a primer glutén bevitel alkalmaval, és ez egy csokkent tolerogén valaszt
eredményezhet, részben hozzdjarulva a késébbi coeliakia kifejlddésének magasabb

kockéazatahoz.

Feltevésiinket alatamasztjak azok az irodalmi adatok, mely szerint a HLA-DQ2.5 molekulak
besziikiilt antigén prezentacids képességgel jellemezhetdk €s a glutén prolaminok valtozatos
palettajarol csak igen kis szdmu peptidet képesek megkdtni (Dorum és mtsai, 2014). Tovabba
a HLA-DQ2.5 molekula sajatsaga, hogy egy ra jellemzé egyedi nukleotid polimorfizmus
kovetkeztében csak gyenge interakciora képes a HLA-DM chaperon molekulaval (Nguyen és
mtsai, 2017), mely a CLIP fragmens peptidnek az antigén kot6zsebbdl torténd levalasat
segitené. Igy a HLA-DQ2.5 molekula gyakran az invarians lanc CLIP peptidjét hordozza a
sejtfelszinen a gliadin peptidek produktiv prezentacioja helyett (Hung és mtsai, 2019). A
kisérletesen megfigyelt csokkent antigén prezentacios képességet igazolja, hogy a HLA-DQ2.5

rrrrr

mtsai, 1989).

A tolerogén immunvalasz 1étezését pedig a HLA-DQ2.5 genotipust coeliakids személyekben
kimutatott egyes tipusu regulatorikus T-sejtek jelenléte igazolja (Gianfrani és mtsai, 2006).
HLA-DQ2.5 humanizalt egér modellben is megfigyelték, hogy a proliferald, humanizalt gliadin
reaktiv T-sejt receptorral bird sejtek immunszupressziv tulajdonsagu, IL-10 szekretalo, egyes
tipusu regulatorikus T-sejt iranyba differencialodtak (du Pré és mtsai, 2011). Ezzel szemben
egészséges HLA-DQ2.5 genotipusu személyekben nem mutathatok ki sem gliadin specifikus

effektor, sem gliadin specifikus regulatorikus T-sejtek (Christophersen és mtsai, 2016). Ez arra
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utal, hogy a megfelelé gliadin elleni tolerancia kialakulasa soran ezek a sejtek anergias

allapotba keriilnek vagy teljes negativ szelekcion esnek at.

A kiilonb6z06 genotipusok altal adott immunreakciok értékelése soran limitaciot jelent, hogy az
egyes genotipus csoportokban jelentdsen eltéré elemszamok szerepeltek, ami a statisztikai
kiértékelést neheziti. Illetéleg T-sejt aktivaciora vonatkozo adatok nélkiil nem jelenthetd ki
teljes biztossaggal, hogy a HLA-DQ2.5 személyek minden szempontbol gyengébben reagalnak
a bevitt gluténre. Bar a magasabb rizikéval tarsulo HLA-DQ2.5 genotipusu csecsemodk korai
gliadin elleni antitest reakcidja atlagosan alacsonyabb volt mint a mas genotipussal
rendelkezOké, mégsem magyarazhaté pusztan ezzel a coeliakia kialakuldsara mutatott
magasabb kockazat. A vizsgalt egyének szintjén ugyanis nem minden alacsony korai antitest
reakcio tarsult késobbi coeliakiaval, ahogyan a magas korai antitest reakcido sem minden esetben
nyujtott védelmet a coeliakia kialakuldsatdl. Azonban az eredményeink és az irodalmi adatok
tiikrében érdemes ujra gondolni a HLA-DQ gliadin peptid prezentaciojardl alkotott képiinket.
Ebbe integralnunk kell az eddig ismerttdl eltéré, HLA-DQ2/HLA-DQS fiiggetlen gliadin peptid
prezentacio lehetdségét, mely coeliakia rizikotol mentesen zajlik, illetéleg a HLA-DQ2.5
molekula csokkent valaszadd képességét, mely valamilyen modon Osszefliggésben allhat a

megndvekedett coeliakia rizikoval.

A Kkorai immunvalasszal ellentétben a coeliakia diagnoézis idején detektalt gliadin elleni
antitestek erdteljesebb kotddést mutatnak a dezamidalt gliadinok irant. Azoknal a rizikd
gyermekeknél viszont, akiknél nem alakult ki coeliakia, nem moédosult a dezamidalt
gliadinokkal szembeni antitest valasz, mely a TG2 enzim altali dezamidaci6 korfolyamatban

betdltott aktiv szerepére utal.

Biofelszin interferometrias kisérleteinkben a coeliakia rizik6 csecsemok altal 6 honapos korban
termelt gliadin elleni antitestek nagy affinitast mutattak az immundominans QP(Q/E)QPFP
gliadin epitop irant. Ezen megfigyelést jol magyarazza Snir és munkatarsai (2017) eredménye,
akik szterotipikus gliadin elleni antitest valaszt mutattak ki coeliakias paciensek esetében, ahol
a gliadin specifikus B-sejtek erésen limitalt szomatikus mutacioval rendelkeznek, mert a
csiravonalban kodolt aminosavak mar inherens modon biztositjak a stabil gliadin peptid kot
képességet. Ugyanakkor a coeliakia diagndzis idején termeldddé gliadin elleni antitestek
jelentdsen javuld kotddést mutatnak a rovidebb, PEQPFP motivumot hordozé peptid irant.

Mindez a pathogenezis soran bekovetkezé affinitas érésre utal.
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Osszhangban a szérum antitestek MeDALL mikrochipen mért NGP illetve DGP antigénre adott
valaszaval, a 6 honapos kori immunvalasz soran termel6dd antitestek nagyobb affinitast
mutatnak a nem dezamidalt gliadin peptid (yGlia Q) irant, mig a coeliakia diagn6zis idején
termel0dd antitestek a dezamidalt gliadin peptidhez (yGlia E) kotddnek jelentdsen nagyobb
affinitassal. Ezt jol kifejezi a Kp yGlia E/Kp yGlia_Q hanyados szignifikans csokkenése, tehat
a dezamidalt peptid irdnti affinitas novekedése. Ezzel 0sszhangban, a coeliakia diagnézis idején
a duodénumbol izolalt gliadin reaktiv T-sejtekre nézve is kimutattdk, hogy sokkal
intenzivebben reagalnak a dezamidalt gliadin peptidekre, mint a nativ peptidekre. A nem
coeliakias biopsziabdl szarmazo T-sejtek a nativ és a dezamidalt gliadinokra azonban hasonld

modon reagaltak (Camarca és mtsai, 2017).

A gliadin elleni antitestek dnmagukban, életkortdl és dezamidéciotol is fliggetleniil, nagyon
gyenge coeliakia prediktiv képességgel rendelkeznek. ROC analizisiik segitségével a
coeliakidssa valo és nem valé gyermekek nem kiilonithetdk el egymastol. Eredményeink jol
mutatjak, hogy a gliadin elleni antitestek mar joval a TG2 elleni antitestek megjelenése el6tt
kimutathatok a szérumbol, viszont nincsen diagnosztikus jelentdségiik és nem jeleznek
coeliakids immunvalaszt. Kizardlag a TG2 elleni antitestek alapjan vagyunk képesek
elkiiloniteni a coeliakias és nem coeliakias eseteket, ezért a TG2 antitest pozitivitas a coeliakia

legmegbizhatobb klinikailag alkalmazhaté markere.

A coeliakia diagnézis idején megjelend TG2 elleni antitestek mennyisége nem 4ll linearis
korrelacioban az NGP, illetve DGP elleni antitestek mennyiségével. Ennek oka lehet a
termelddésiiket kivalto esetlegesen eltéré trigger, illetve az a megfigyelés, hogy a TG2 elleni
antitestek lerakodnak a szovetekben az extracellularis TG2 antigén felszinén (Korponay-Szabo
es mtsai, 2004). Ezéltal csokken a szérumban mérhetd koncentraciojuk, igy az nem

reprezentalja a teljes termelt mennyiséget.

A coeliakia diagnozis idején detektalt TG2 elleni antitestek epitop specificitasat egy dupla
mutans TG2 (R19S, E153S) enzim segitségével vizsgaltuk meg, mely nem képes az epitop 2
specificitasu antitesteket megkotni. Méréseink alapjan a coeliakiasok altal termelt TG2 elleni
antitestek tilnyomo tobbsége az epitop 2 felszinre kotddik. A PreventCD tanulmanyban végzett
vékonybél szdvettani vizsgalatok alapjan ezen epitop 2-specificitasu anti-TG2 antitestek

jelenléte életkortol fliggetleniil villus atrofia kialakuldsdval hozhato 0sszefiiggésbe.

A rendszeres glutén bevitel és a TG2 fehérje folytonos extracellularis jelenléte ellenére is ugy

tlinik, hogy a dezamidalt gliadin peptidek és a TG2 mint autoantigén csak késobb keriil az
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immunrendszer célkeresztjébe. A korai immunvalasz soran az antitestek nem dezamidalt
gliadin irdnyaba tapasztalhat6 kotddési preferencidja annak is lehet a kovetkezménye, hogy a
dezamidacié nem gyakori ebben a fazisban, illetve, hogy a normal tolerogén valasz a glutén
veszély szignal nélkiili bejutasaval alakul ki és csak késObb, valamilyen kiilsé hatas altal
szaporodnak fel a dezamidalt peptidek. Tobb tanulmany bemutatta mar, hogy a gliadin peptidek
onmagukban is képesek a TG2 enzim, illetve a velesziiletett immunitas aktivacidjat eléidézni
(Caputo és mtsai, 2012, Nanayakkara és mtsai, 2018). Ugyanakkor a coeliakia manifesztacioja
akar évtizedekig is elhuizdédhat, mely arra utal, hogy mas faktoroknak (intesztinalis fertdzés,
valtozasok a mikrobiomban) is szerepe lehet a patholdgias valtozasok eldidézésében. Fontos
lenne tudnunk, hogy mi iranyitja a TG2 figyelmét a gliadin peptidekre, illetve, hogy a
dezamidaz vagy a keresztkotd aktivitasa dontd a coeliakia pathogenezisében. In vitro
vizsgalatokban mar kimutattdk, hogy a gliadin és a TG2 kozott a TG2 keresztkotd
enzimaktivitasanak kovetkeztében egy kovalens haptén-karrier komplex johet 1étre
(Fleckenstein és mtsai, 2004; Lexhaller és mtsai, 2019). Ugyanakkor ilyen komplex in vivo
torténd keletkezése még nem megfelelden alatamasztott. Egy friss tanulmany azt sugallja, hogy
in vivo koriilmények kozott a gliadin és a TG2 inkabb egy atmeneti enzim-szubsztrat komplexet
alkot (Iversen és mtsai, 2020), igy elképzelhetd, hogy a komplex képzddés pusztan a
dezamidacié megnovekedett gyakorisaganak kovetkezménye. Ugyanilyen iranyba hathat a
TG2 izopeptidaz aktivitdsanak fokozodasa is, mely a kordbban keresztkotésbe bevont
oldallancok dezamidaciojat eredményezi (Stamnaes és mtsai, 2008). Azonban a TG2 pontos
szerepe, mint a pathogenezis elésegitdje és a kialakuld autoimmun valasz aldozata, tovabbra

sem tisztazott.

Ahhoz, hogy a coeliakias és nem coeliakias személyek gliadin elleni immunvalaszarol
pontosabb képet kaphassunk, sziikséges lenne a gliadin specifikus T-sejtek atfogd vizsgalata is,
erre azonban jelen vizsgalataink nem terjedtek ki. Azonban, a PreventCD programban részt
vevo magyar coeliakias paciensek koziil 11-en részt vettek egy mdsik tanulmanyban is, ahol
vékonybél biopszias mintajukbdl gliadin specifikus T-sejt vonalakat klonoztak és kiilonb6zo
gliadin peptid szekvencidk felhasznalasaval tesztelték a T-sejt vonalak antigén specificitasat
(Réki és mtsai, 2017). Igy lehetéségiink nyilik, hogy ezen manifeszt coeliakias betegek esetében
a gliadin specifikus T-sejtek és B-sejtek célpontjait dsszehasonlitsuk. A 11 paciens koziil
technikailag sikeres modon 10 paciens biopszia mintaibol dsszesen 81 gliadin specifikus T-sejt
klont sikertilt 1étrehozni. Ezek koziil 9 volt specifikus a-gliadinokra (koztiik a 33-mer

immunogén szekvenciara), 22 volt specifikus y-gliadin szekvencidkra (ebbdl 5 klon
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keresztreagalt m-gliadinokkal) és 2 volt specifikus m-gliadinokra (mindkettd keresztreakciot
mutatott a y-gliadinokra). A tobbi T-sejt klon esetében nem sikeriilt pontos specificitast
megallapitani. A mi vizsgalatainkban azon 4 paciens koziil, akik klénozott T-sejtjei kdzott
el6fordult a-gliadin reaktiv T-sejt, mindossze 1 paciens mutatott antitest szintli reaktivitast a
p57-68 peptiddel. Azoknal a pacienseknél viszont, akik y és w-gliadinokra reagald T-sejt
klénokkal rendelkeztek, minden esetben kimutathat6 volt a QPEQPFP szekvencia irdnti antitest

szintl reakcio.

A T-sejtek esetében mar a korai életkorban izolalt klonok esetében is, kevés kivételtol
eltekintve, magasabb proliferacios rata volt megfigyelhetd, amikor nativ gliadin peptid helyett
dezamidalt gliadin peptiddel stimulaltak Oket (Rdki és mtsai. 2017). Kotddési vizsgalataink
soran a coeliakias paciensek gliadin elleni szérum antitestjei - bar hatékonyabban ismerték fel

a dezamidalt y-gliadin peptideket - nem mutattak ilyen mértéki kiilonbséget.

A klinikai tanulméanyok tovabbi limitacidja, hogy HLA-DQ?2 és DQ8 negativ személyek esetén,
akiknél a coeliakia kialakulasa kizarhatd, etikailag nem engedélyezhetd a gluténre adott
immunvalasz kovetéses vizsgalata vagy invaziv modszerek hasznalata a vékonybélben zajlo
immunreakcié megitélésére. Igy nem deriil fény arra, hogy a coeliakia rizikoval nem rendelkezé

személyek esetében milyen a korai életkorban a gluténre adott normal immunvalasz.
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8. Osszefoglalas

Vizsgalataink soran izolalt reakciokban igazoltuk a p31-43 és a p57-68 a-gliadin peptidek TG2
altali dezamidaciojat, melyek a coeliakias B-sejt epitopokat érintik, igy befolyassal lehetnek a
peptidek antigenitasara. A coeliakias betegek szérum antitestjeinek vizsgalata alapjan
egyértelmien azt talaltuk, hogy a gliadin elleni szérum antitestek foként a y-gliadin peptidek
ellen irdanyulnak, mig az a-gliadin peptidek nagyfoku szekvencia hasonldsaguk ellenére is joval
gyengébb antigének. A PLQPEQPFP peptiddel végzett kvantitativ vizsgalatunk eredménye jo
korrelaciot mutat a klinikai diagnosztikai tesztek értékeivel, mely jol szemlélteti, hogy ezen
egyetlen y-gliadin eredetli peptid szekvencia milyen nagymértékben felelds a coeliakias
betegek humoralis immunvalaszaért. A dezamidalt és nativ gliadin peptid parok koziil a szérum
antitestek a manifeszt coeliakia idején javuld kotédést mutattak a dezamidalt formakhoz, de a
kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikdns. Az egyes peptid antigénekkel kiilon-kiilon
végzett affinitas tisztitasok eredményei azt mutatjak, hogy erés immunolégiai keresztreakciod
¢rhetd tetten a y-gliadin peptidek javara, hiszen az a-gliadin peptidekkel izolalt antitestek
nagyobb mértékben kotddtek a y-gliadin szekvencidkhoz. A keresztreakcio korfolyamat soran
torténd kifejlodését erdsiti az a megfigyelés, hogy a coeliakia rizikoju csecsemdkben elsdként
kizardlag y-gliadinnal reagal6 antitestek mutathatok ki, majd a diagnézis idején megjelennek
az a-gliadinokat is felismerni képes valtozatok, de minden egyes betegben a y-gliadin elleni

antitest valasz joval er6sebb, mint az a-gliadin elleni vélasz.

A dezamidacid szerepét vizsgalva megallapithatd, hogy a coeliakia rizikoval rendelkezd
csecsemOkben a primer glutén expoziciora adott humoralis immunreakcidjuk soran a nem-
dezamidalt gliadin peptid elleni antitestek detektalhatok jelentdsen nagyobb mértékben (a nem-
dezamidalt és dezamidalt peptid felismerésben tapasztalt jelentds atfedés ellenére). Ezen
tendencia a prospektiv kovetés idtartama alatt fennmarad mindazon gyermekek esetén, akik
nem lesznek coeliakiasok. Viszont a coeliakiassa valo gyermekeknél, a diagnozis idépontjaban
jelentésen megemelkedik a dezamidalt gliadin peptid elleni antitestek szintje és a mennyiségi
valtozas mellett az antitestek affinitdsa is szignifikans érést mutat a dezamidalt gliadin epitopok

iranyaba, mely a szoveti transzglutaminaz (TG2) dezamidaz aktivitasaban torténd, a betegség

crer

A korai gliadin elleni immunvalasz kiilonlegessége, hogy a betegségre hajlamosit6 HLA-DQ
genotipusokkal nem rendelkezd csecsemdk is képesek voltak az immun-dominéns epitopra
iranyuld, izotipus valtason atesett IgA és IgG antitestek termelésére. Ez arra utal, hogy a primer
glutén bevitel soran a coeliakiatdl eltérd, tiinetmentes, nem pathologias gliadin elleni

64



immunvalasz zajlik, mely egészséges személyekben valdsziniisithetéen a megfeleld gliadin
elleni tolerancia kiépiilésének részét képezheti és nem tarsul TG2 elleni antitestek
megjelenésével. A korai immunvalasz soran éppen a legnagyobb genetikai rizikoval rendelkez6
HLA-DQ2.5 homozigéta egyének voltak a leggyengébb valaszadok, a mérsékeltebb korai
immunvalasznak pedig szerepe lehet abban, hogy a megfelel6 tolerancia nem tud kialakulni.
Ilyen esetben késébb egy koros, coeliakias immunitas fejlédhet ki. E megfigyeléseink
alatamasztasahoz a gliadin specifikus T-sejtek és az antigén prezentacidé behatd vizsgalatara

lesz sziikség.

A gliadin elleni szérum antitestek, onmagukban, nem kellden specifikus diagnosztikus
markerek. Ezt jol mutatja azon adat, hogy a gliadin elleni szérum antitest szintek alapjan nem
kiilonithetok el a coeliakias és a nem coeliakias egyének. Kizardlag a TG2-specifikus antitest
pozitivitas birtokdban megfeleld a prediktiv érték, ezért az anti-TG2 IgA tesztek vezetd szerepet

toltenek be a coeliakia diagnosztikaban.

A coeliakia diagnozis idején megjelend autoantitestek epitdp specificitdsat is megvizsgaltuk.
Az eredményeink azt mutatjak, hogy az epitop 2 felszin a dominans, hiszen a betegek
mindegyikében tilnyomo tobbségben (83%) az epitdop 2 elleni TG2-specifikus antitesteket

lehetett kKimutatni.

65



8. Summary

In the present study, we confirmed the TG2 mediated deamidation of p31-43 and p57-68 a-
gliadin peptides in vitro, that resulted in the production of celiac disease (CeD) relevant B-cell
epitopes and may influence antigenicity of these peptides. By examining serum antibodies of
CeD patients we observed that antibodies mainly targeted y-gliadin peptides, while a-gliadin
peptides, despite of their highly similar sequences, were poor antigens. Quantitative results
obtained with the PLQPEQPFP peptide were in linear correlation with the results of clinical
diagnostic kits and indicated that this single y-gliadin derived peptide has key role in the
humoral immune response of CeD patients. Serum antibodies displayed improved binding
towards deamidated gliadin peptides compared to their non-deamidated counterparts at the time
of manifest CeD. Results of the affinity purifications performed by single peptides confirmed
a high degree of cross-reaction, since antibodies isolated by a-gliadin peptides recognized the
y-gliadin peptides more efficiently. The first appearing antibodies in CeD risk patients
recognized y-gliadin peptides exclusively, and we observed a-gliadin reactive antibodies only
at the time of CeD diagnosis. Serum levels of a-gliadin antibodies were always much lower
compared to y-gliadin antibodies, further indicating that they might develop from y-gliadin

specific antibodies during CeD immune maturation.

CeD risk infants exerted more intense antibody response towards the non-deamidated gliadin
peptide after the early age gluten introduction, despite the remarkable overlap seen in non-
deamidated versus deamidated peptide binding. Preferential antibody binding to non-
deamidated peptide continues in the children who do not develop CeD, while in the cases where
CeD developed, antibody binding to deamidated peptides significantly improved at the time of
CeD diagnosis. Moreover, besides the qualitative changes, antibodies displayed affinity
maturation towards the deamidated epitope. These observations suggest changes in TG2

enzyme deamidase activity that might be in connection with disease manifestation.

Interestingly, also infants who lack disease predisposing HLA-DQ alleles were able to produce
in early age IgA and 1gG antibodies targeting the immune dominant epitope of gliadin. This
observation suggests that in response to the primary gluten intake, a non-celiac type,
symptomless, non-pathological anti-gliadin immune response takes place that might be part of
the normal processing of gluten in healthy subjects leading to immune tolerance development
without anti-TG2 antibody production. In the course of this early antibody response, HLA-
DQ2.5 homozygous children, who are at the highest genetic risk for CeD, were the poorest
responders. This might have an impact on the later developing CeD, presumably because the
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proper tolerogenic processing of gluten cannot be performed. To confirm and validate these
observations, detailed investigation of the antigen presentation and gliadin specific T-cell
response needs to be done.

Anti-gliadin serum antibodies are not appropriate prognostic or diagnostic markers of CeD,
because CeD and non-CeD cases cannot be distinguished based on their positivity. Proper CeD
prediction can be assured only if we test for TG2-specific antibody positivity, hence TG2-

specific IgA antibodies are the first line reliable clinical markers for CeD diagnosis.

We examined epitope specificity of the autoantibodies, emerging at the time of the CeD
diagnosis. Based on our results, the majority of TG2-specific antibodies (83%) targeted the

epitope 2 surface of the enzyme, hence this seems to be the dominant celiac epitope of TG2.
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9. Az értekezés uj megallapitasai

Az értekezés a kdvetkezo 1) megallapitasokat tartalmazza:

A természetes szekvencidji human TG2 képes a p31-43 a-gliadin peptid
dezamidacidjara, mely potencialis coeliakia B-sejt epitopokat eredményez

A p31-43 és p57-68 a-gliadin peptidekre coeliakias betegekben csak alacsony mértékii
szérum antitest reakcido mérhetd, és az a y-gliadinra specifikus antitestek keresztreagalod
tulajdonsaganak tulajdonithato

A p31-43 a-gliadin peptid Caco2 sejtvonalra gyakorolt, ismert biologiai hatasa nem
reprodukalhat6 azokkal a y-gliadin peptidekkel, melyeket a keresztreagald antitestek
felismernek

A primer glutén expozicidt kdvetden a coeliakia rizikdju csecsemdk — fliggetlentil attol,
hogy késobb coeliakia ténylegesen kialakul-e - IgA ¢és IgG gliadin-specifikus
antitesteket termelnek, melyek szignifikansan nagyobb mértékii reakciot mutatnak a
nem dezamidalt gliadin peptid antigénnel, mint a dezamidalt valtozattal

A coeliakia diagnozis idején szignifikansan megné a dezamidalt gliadin peptid
antigénnel reagdlo antitestek mennyisége ¢és az antitestek jelentds affinitds érést
mutatnak a PEQPFP dezamidalt epitop motivum irant

A HLA-DQ2/DQ8 negativ gyermekek is képesek korai életkorban a primer glutén
expoziciot kdvetden gliadin elleni IgA és IgG izotipusu antitestek termelésére

A legnagyobb genetikai rizikoval rendelkez6 HLA-DQ2.5 homozigota csecsemdk
szignifikansan kevesebb gliadin elleni antitestet termelnek a primer glutén expoziciot
kdvetden, mint a mas genotipusu csecsemdok

valo és nem valo gyermekek gliadin elleni antitest termelésében

A coeliakia kisgyermekkori manifesztaciojakor az els6ként megjelend TG2-specifikus

antitestek dontd tobbsége az epitop 2 felszinre specifikus
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