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1. Bevezetés

A coeliakia glutén fogyasztas altal indukalodé T-sejt medialt kondicionalis autoimmun kérkép,
mely genetikailag prediszponalt személyekben alakul ki. A glutén gytijtéfogalmaba tartoznak
a kiilonboz6 kaldszos gabonafélék termésében taldlhatd prolamin fehérjék, melyek koziil a
coeliakias betegek szamara a buza gliadin peptidjei a dominans antigének. A betegség soran,
elobb T ¢és B-sejtek kdzremukodésével, a gliadin peptidek ellen indul adaptiv immunvélasz,
majd pedig a manifesztal6do, aktiv coeliakia idején szoveti transzglutamindz (TG2) elleni
autoantitestek is megjelennek és vékonybélboholy karosodas mutathato ki a betegekben.

A gliadin elleni antitestek nem kizardlagos markerei a coeliakidnak, tobb mas betegség esetén
is el6fordulhatnak (irritabilis bél szindroma, IgA nephropathia, rheumatoid arthritis) és néhany
latszolag egészséges személy esetén is kimutathatok. Ezzel szemben a TG2 elleni autoantitestek
rendkiviil specifikus markerei a coeliakidnak, melyek kimutatdsa mara a coeliakia

diagnosztikdjanak alappillére lett.

A coeliakids immunvélasz kiilonlegessége, hogy a glutén fogyasztds megvonasaval az
autoimmun folyamat megsziintethetd, a reverzibilis szdveti karosodasok helyredllnak, a
gyulladasos immunvalasz lecseng. Ujboli glutén bevitel hatisara viszont a koros
immunfolyamatok is ujraindulnak, igy a betegség egyetlen ismert kezelési modja az élethosszig

tartd gluténmentes diéta.

A gliadin peptidre 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 celluldris stressz hatast provokdlnak és a
velesziiletett immunitast indukaljak, mig masok specifikus T-sejtek, illetve B-sejtek

aktivaciojat valtjak ki.

crer

is kimutathatok, viszont ezen korai gliadin elleni immunvalaszrol kevés ismerettel
rendelkeziink. Ezért jelen tanulmany keretében fokozott coeliakia rizikoju csecsemdok, illetve
coeliakias betegek vizsgalata révén hasonlitjuk dssze a korai és a coeliakia idején tapasztalhatd

gliadin elleni humoralis immunvélaszt.

2. Irodalmi attekintés



A coeliakia, mint autoimmun korkép

A coeliakia kronikus T-sejt dependens autoimmun korkép, melyet a glutén fogyasztas provokal
genetikailag fogékony személyekben, prevalenciaja vilagviszonylatban 1:100 koriilire tehetd.
A betegség hatterében tobb genetikai komponenst azonositottak, melyek koziil a legfontosabb
a human leukocita antigén (HLA) DQ l6kuszokhoz kothetd. A betegség ma ismert legfontosabb
jellemzdje, hogy a betegek a gliadin elleni antitestek mellett TG2-specifikus autoantitesteket
termelnek. A coeliakiara még nincsen hatékony oki terapia, igy a betegség kezelésének egyetlen
lehetséges modja az élethosszig tartd gluténmentes diéta.

A coeliakia gasztrointesztinalis tlineteinek oka a vékonybél nyalkahartyajanak gyulladasa altal
kialakul6 boholyatréfia és kovetkezményes malabszorpcid. A coeliakia noveli mas autoimmun
korképek kialakulasanak kockazatat is, mint az |. tipusu diabetes mellitus, autoimmun
thyreoiditis, autoimmun majbetegségek, Sjogren szindroma, rheumatoid arthritis.

A hagyomanyos diagnosztika alapja a vékonybél biopsziabdl készitett szovettani metszetek
hisztopatholdgiai elemzése volt a Marsh altal felallitott beosztas (I-111) szerint, melynek 6
szempontjai a vékonybél boholy/kripta magassag aranya és az intraepithelialis lymphocyta
szam. Coeliakiara jellemzd a Marsh III stlyossagu 1€zi6. A Marsh II eltérés pozitiv coeliakia
autoantitestek esetén diagnosztikus, mig a Marsh I eltérés nem specifikus, mas korallapotokban
is gyakori, csak 10%-ban all mogotte coeliakia.

A kezdeti coeliakia diagnosztikai protokoll kizarolag a glutén taplalas, illetve megvonas
hatasara bekovetkezé szovettani valtozasokon alapult, majd a korképre jellemzd antitestek
felismerésével a szerodiagnosztika is jelentds szerepet kapott.

Els6ként a gliadin elleni antitesteket fedezték fel, melyek nem voltak tokéletes diagnosztikai
markerek, hiszen mas korképek esetén is kimutathatok voltak, és nem minden coeliakids beteg
esetében voltak detektalhatok. A rekombinans peptidek megjelenésével és a dezamidacio fontos
szerepének felismerét kovetden azonban elterjedtek a dezamidalt gliadin peptid (DGP) alapt
ELISA tesztek, melyekkel joval magasabb specificitas és szenzitivitas értéket értek el, mint a
hagyomdnyos gliadin keveréket alkalmazo tesztek, ezért a DGP alapu ELISA teszteket sok
helyen még ma is hasznaljak a klinikai gyakorlatban. A transzglutaminaz elleni antitestek
felfedezése uj korszakot nyitott a coeliakia diagnozisaban, az ELISA alapti TG2 antitest tesztek
még magasabb szintli specificitast és szenzitivitast biztositanak, igy ez a vizsgalat coeliakia
diagnozis nélkiilozhetetlen alappillére lett. A szerodiagnosztikai eljarasok kozé tartozik még az
ugy nevezett EMA teszt (endomizium elleni antitest kimutatas), mely a beteg vérmintdjanak

normal szovetmetszeteken autoantitestekre utald jellegzetes immunhisztokémiai festédési



mintazatan alapszik. Bar ezen eljaras nem automatizalhato és nagyfokt szakértelmet igényel,
megbizhatdsdga miatt ma is haszndlatos megerdsitd vizsgalatként.

A TG2-specifikus antitestek, diagnosztikai  értékiikon  tal, feltételezhetéen a
pathomechanizmusban is szerepet jatszhatnak. A TG2 elleni antitestek lerakodhatnak az
extracellularis TG2 antigén felszinén, els6sorban a kis erek mentén. Ezzel osszefiiggésben
majkarosodas, nephropathia, kardiovaszkularis rendellenesség, myopathia, glutén ataxia,
oszteoporodzis alakulhat ki egyes betegekben.

A coeliakidban, eltérden a legtobb gyulladdsos betegségtol, az antitestek célzott mddon, a
gliadin peptidek, illetve a TG2 fehérje esetében is néhany kitiintetett epitop ellen iranyulnak. A
TG2 esetében a két {6 epitdp az enzim N-terminalis részén 6sszpontosul (epitop 1 f6 horgonyzd
aminosavai: K30, R116, H134, illetve epitop 2 f6 horgonyz6 aminosavai: R19, E153). Az
iranyitott immunvalaszra utal, hogy a gliadin elleni, illetve TG2-specifikus antitestek esetében
is kitiintetett B-sejt receptor (BCR) nehéz és konnyiilanc varidns lancok domindlnak a
kiilonb6z6é paciensekben, melyek csekély szamu szomatikus hipermutacioval rendelkeznek.
Hasonlé modon a gliadin specifikus T-sejt receptorok (TCR) is bizonyos kitlintetett o és B-lanc
variabilis szegmens eléfordulasaval jellemezhetdk.

A coeliakia pathomechanizmusa még nem teljes koriien tisztazott. Nem ismert pontosan, hogy
a gluténnel szembeni klinikai tolerancia miért szlinik meg és hogyan terelddik egy exogén
peptidek ellen irdnyuld adaptiv immunvélasz egy autoantigén ellen. A TG2 elleni antitestek
glutén dependens megjelenésére a legelfogadottabb magyarazat a haptén-karrier elmélet. A
glutén és TG2 kozott 1étrejovo kovalens komplexet a perifériara kikeriilo autoreaktiv TG2-
specifikus B-sejtek felveszik és glutén reaktiv T-sejteknek prezentaljak, melyek a glutén
komponens miatt aktivacidos szignalt adnak az autoreaktiv B-sejteknek. Az elmélet jol
magyarazza, hogyan lehetséges TG2-specifikus T-sejt hianyaban is autoantitest képzddés,
viszont a TG2-glutén kovalens komplex in vivo keletkezése és a normal koriilmények kozott
anergids autoreaktiv B-sejt klénok aktivaciojadhoz hozzajaruld faktorok nem teljeskoriien
igazoltak.

A pathogenezis szempontjabol az is nyitott kérdés, hogy eleve zavart-e a glutén elleni
immuntolerancia megfeleld létrejotte, vagy pedig egy meglévd tolerancia sziinik meg a
betegség kialakuldsakor. Egészséges személyekbdl nem sikeriilt kimutatni glutén reaktiv T-
sejteket, melynek oka lehet egy aktiv, szerzett immuntolerancia, illetve a HLA-DQ2 és DQS8

negativ személyekben a megfeleld antigén prezentacios képesség hidnya.

A gliadinok elleni adaptivimmunvalasz



Glutén prolaminok alatt a kalaszos gabonafélék szemtermésében talalhat6, magas prolin és
glutamin tartalmu, vizben rosszul oldodo fehérjéket értjiikk. Ezek a gabonandvények a buza
(prolaminjai a gliadinok és a gluteninek), az arpa (prolamin fehérjéi a hordeinek) és a rozs
(prolaminjai a szekalinok). A zab prolaminjai, az aveninek, kissé kiilonalld csoportot képeznek
¢s altalaban nem valtanak ki coeliakias autoimmunitast. A coeliakids betegek szaméara a
buzaban talalhat6 gliadinok a dominans immunogének. A gliadinokon beliil négy alcsoportot

kiilonithetd el: a, y és o gliadinok.

A gliadinokra, mint prolamin fehérjékre jellemz0 a prolinban és glutaminban gazdag repetitiv
szekvencia, mely nagymértékii rezisztenciat biztosit szamukra a human intesztinalis proteaz
aktivitassal szemben, igy akar 20-30 aminosav hosszlisagl oligopeptidek is képesek
fennmaradni, melyek kelléen hossziak ahhoz, hogy a f6 hisztokompatibilitdsi komplex II.
tipustt molekulainak (MHC I1) peptidkot6 zsebét elfoglaljak, ezért potencialisan immunogének.
A részlegesen emésztett, potencialisan immunogén gliadin peptidek specifikus receptorok
nélkiil, transzcellularis transzport folyamatok, illetve az endocitdzis altal képesek atjutni az
epithelidlis barrieren. Manifeszt coeliakids betegekben pedig az epithelidlis tight junction
kapcsolatok szdmanak csékkenése okéan jelentésen megnd a paracellularis gliadin transzport
mértéke is.

A coeliakia f6 genetikai komponense a betegségre hajlamosité HLA-DQ lokuszokhoz kothetd,
melyek a T-sejtek iranyaba torténd exogén antigén prezentaciot végzé6 MHC Il molekulakat
kodoljak. Az MHC II molekuldkat kodolo HLA lokuszok polimorfak, a populacidban
eléforduld valtozatok koziil a coeliakids személyek korében a leggyakoribb a HLA-DQ2.5
genotipus, gyakori még a HLA-DQS8, illetve a beteg kb. 15% szazaléka HLA-DQ2.2 és
egyidejilleg  HLA-DQ7.5 genotipussal rendelkezik, akik a HLA-DQ2.5 genotipussal
funkciondlisan egyenértékii, tigynevezett transz-DQZ2 heterodimert képesek létrehozni. A
coeliakia kialakuldsanak nélkiilozhetetlen feltétele ezen hajlamositdé genetikai komponens
megléte, de dnmagiban nem elégséges hozza, hiszen a coeliakia incidencidja (~1%) joval
alacsonyabb, mint ezeknek a HLA-DQ alléleknek a becsiilt gyakorisaga (~30%) a human
populacioban. A coeliakia kialakulasahoz tovabbi genetikai faktorok és kdrnyezeti tényezok
egylittes hatasa sziikséges.

A betegségre hajlamosito HLA-DQ molekulék, eltérden a legtobb HLA molekulatél, melyek
nem preferaljak a prolin tartalmt szekvenciak megkotését (hiszen ezen aminosav nem tud
hidrogén-hid kotést kialakitani), a HLA-DQ2 ¢s DQ8 molekuldk képesek befogadni a prolin

tartalmu szekvenciakat a peptidkoté zsebbe. Az egyéb genotipussal rendelkezd személyekben



ezen sajatsagok hianyaban valosziniitlen a gliadin peptidek hasonléan produktiv prezentacidja
¢s a coeliakias adaptiv immunvalasz. Erre utal, hogy HLA-DQ2/DQS8 negativ személyek
szérum ¢és biopszias mintaibol nem mutathatok ki gliadin specifikus T-sejtek.

A coeliakiara hajlamositd HLA-DQ allélek peptidkotési preferenciajahoz az is hozzatartozik,
hogy bizonyos poziciokban a negativ toltésii oldallancokat részesitik elényben, a prolamin
peptidek viszont nativ formaban nagyon kevés negativ toltésli aminosavval rendelkeznek.
Negativ toltésii oldallancokat eredményezhet a TG2 enzim dezamidaz aktivitasa. A TG2 szinte
minden szovetben intra- és extracellularisan is jelen 1évé multifunkcionalis (transzamidaz,
dezamidaz, GTP4z) enzim, mely aktivaciéjahoz mM nagysagrendii Ca®* koncentracié meglétét
igényli és szamos fizioldgias folyamatban (sejtadhézid, extracellularis matrix felépités, G-
protein fliggo jelatvitel, apoptozis) részt vesz.

A dezamidacié eredményeként a glutén prolaminok bizonyos pozicidiban taldlhatd pozitiv
toltésti glutamin oldallancok negativ toltésii glutamat oldallancokka alakulnak, mely hozzajarul
a stabilabb MHC Il — peptid komplexek 1étrejottéhez és a T-sejtek iranyaba torténd hatékonyabb
antigén prezentacidhoz. A dezamidacié kovetkeztében a TG2 katalitikus aktivitasa szelekcios
hatast fejt ki a prezentdlodo glutén prolamin szekvencidkra, igy a coeliakia is egy péld4ja azon
korképeknek, ahol a fehérjék poszttranszlacios modositisa fontos szerepet jatszik a
pathogenezisben. Erre utal azon megfigyelés, hogy a TG2 enzim &ltali modositas sordn preferalt
szekvencia motivumok (QXP, QXPF/Y, illetve QXXF/Y) az eddig leirt coeliakias T-sejt
epitopok szinte mindegyikében fellelhetdek.

A glutén prolaminok MHC II fiiggd prezentacidja kapcsan eddig 38 coeliakiéra jellemzd glutén
T-sejt epitopot irtak le, ezekbdl 25 gliadin peptidekbdl szarmazik és a legtobb epitop, 27, HLA-
DQ2.5 fiiggd. Ez a megfigyelés jol szemlélteti, hogy miért a gliadinok a f6 immunogének €s
miért a HLA-DQ2.5 molekulék jelentik a legnagyobb rizikot a betegség kifejlodésére. A T-sejt
klon aktivacids kisérletek soran az a és y-gliadinok hasonléan potens immunogénként
viselkednek. Az immundominans gliadin specifikus T-sejt aktivaldo szekvencianak az
ugynevezett 33-mer a-gliadin fragmenst tartjak, melynek része a p57-68 peptid (DQ2.5glia-al
T-sejt epitopnak felel meg).

A produktiv antigén prezentacié eredményeként a Kkitiintetett gliadin peptidek ellen Thl
immunvalasz zajlik. Az antigén prezentacid6 megvalositoi a gliadin specifikus B-sejtek is
lehetnek, aktivacidjuk eredményeként plazmasejtté differencialodnak és IgA, illetve IgG
izotipust gliadin elleni antitesteket kezdenek termelni. A coeliakia tovabbi kiilonlegessége a
gliadin peptidek azon tulajdonsagabol adodik, hogy nem rendelkeznek rendezett harmadlagos

szerkezettel, igy T-sejt epitopjaik mellett B-sejt epitdpjaik is lineéris szekvencia motivumok,
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sOt ezen szekvencia motivumok sokszor egymassal atfedésben talalhatok és nagyfokt egyezést
mutatnak.

Tobb fiiggetlen peptid konyvtar sziirésen és pull-down kisérleten alapuld tanulmény is
bizonyitotta, hogy az antitestek szamara az immundominans szekvencia a vy-gliadinokra
jellemzé QPQQPFP motivum, mely a dezamidacié eredményeként QPEQPFP formaban
jelenik meg a gliadin peptidekben (a kett6 egyiittes jelolése QP(Q/E)QPFP mddon torténik.) Az
a-gliadinok kapcsan pedig leirtak a QXQPFP epitopot, mely a p31-43 és a pS7-68 peptidekben
a dezamidacio. Ehhez hasonloan a gliadin elleni antitestek kotédését is kedvezden befolyasolja
anegativ oldallancok jelenléte, ugyanakkor a coeliakias betegekbdl klénozott B-sejtek tobbsége
nativ és a dezamidalt gliadin peptidet is hatékonyan képes megkdtni, és csak kisebb résziikre

jellemz6, hogy kizarélagosan a dezamidalt peptid szekvenciakat képes felismerni.

Az adaptiv immunvalasz indukalasa mellett a p31-43 o-gliadin  fragmens
(LGQQQPFPPQQPY) kapcsan a velesziiletett immunitast aktivald, gy nevezett ’toxikus’
hatast is leirtak. Caco2 sejtvonalon, illetve coeliakias péaciensektdl szdrmazo primer biopszia
kultaran végzett kisérletekben a p31-43 peptid megndvekedett sejt proliferaciot, az aktin
halozat atrendezddését, reaktiv oxigén gyok képzddést, TG2 aktivaciot és NFKB aktivaciot idéz
eld. Ezen stressz hatasokeért a peptid azon tulajdonsaga felelds, hogy képes megakasztani a korai
endoszoma érési folyamatat, igy megndveli az endoszoma recirkuldciot, és a sejtfelszini
EGF/EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) expozicidt. A p31-43 peptid ezéltal
elkeriilheti a lizoszoman 4t vezeté MHC 11 prezentacids Gitvonalat, viszont adaptiv immunvélasz
helyett a velesziiletett immunitast képes aktivalni ¢s TLR7 fiiggd modon gyulladdsos INFa
termel6dést valt ki. A vezikularis korforgas megvaltozasaval gyakoribba valik az I1L-15/1L-
15Ra (interleukin-15 receptor o) transzprezentacioja és megnd az IL-15 expresszio is, mely az
intraepithelialis limfocitdk aktivaciojahoz vezethet és a gluténnel szembeni ordlis tolerancia

megszinésének egyik oka lehet.

A legtobb betegséghez hasonldan, a coeliakia esetében is hidnyos ismereteink vannak a
megeldzd latens periddus sordn lejatszodd immun folyamatokrél. A coeliakia korképének
tanulmanyozasahoz nem all rendelkezésre megfeleld allatmodell. A glutén fogyasztas hatasara
bekovetkez6 TG2-specifikus autoimmun valaszt és a jellegzetes boholyatrofiaval jaro

szovettani karosodast nem sikeriilt humanizalt egér modellekben sem megfelelé analogiaval



létrehozni, igy a korfolyamat tanulmanyozasara a legmegfelelébb modszert jelenleg is a

prospektiv klinikai vizsgalatok soran gyijtott mintak tanulmanyozasa jelenti.

3. Célkitiizés

Jelen tanulményban célul tiiztiik ki a gliadin elleni humoralis immunvalasz korai életkortol valo
coeliakia diagnozis idején detektalhatdo szérum antitestek tulajdonsagait. A vizsgalatokhoz
prospektiv, nemzetkozi klinikai tanulmanyok (ProCeDE, PreventCD) soran gytijtott szérum
mintdkat hasznalunk fel, antigénként pedig a coeliakiaban leirt immundominéans epitdpokat

hordozo6 szintetikus peptid szekvencidkat és rekombinans fehérjéket hasznalunk.

Ebben a munkaban kozvetlen modon vizsgaljuk a coeliakidban kulcsszerepet jatszo p31-43,
illetve p57-68 a-gliadin fragmensek TG2 altali dezamidaciojat a human genomban ténylegesen
eléforduld vad tipusu (Val?®*~t hordozd) enzimmel, majd ezek nativ, illetve dezamidalt
forméjanak antigenitasat a y-gliadin peptidekkel 6sszevetve. A hasonlo szekvencia motivumok
kozott esetlegesen fennalld immunoldgiai keresztreakciot egyedi peptid szekvenciak altal
affinitas tisztitott antitest populaciok segitségével térképezziik fel.

Coeliakia rizikoval rendelkez6 gyermekek esetén az elsé glutén beviteltél kezdédéen nyomon
kovetjiik a gliadin elleni antitestek megjelenését, az antitestek nativ, illetve dezamidalt
szekvenciak iranti preferenciajanak, tovabba az antitestek immundominans epitdp iranti
affinitasanak valtozasat. Megvizsgdljuk a gliadin elleni antitestek coeliakia kialakuldsara
vonatkoz6 predikcids erejét, illetve a diagndziskor megjelend TG2 elleni antitestek epitop

specificitasat.

4. Betegek és modszerek
Betegmintak

A vizsgélatainkban hasznalt szérum mintak egyrészt 69 kezeletlen magyar coeliakias betegtol
szarmaznak (€letkor 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. Tovabba felhasznaltunk 122 olyan csecsem6tdl szarmazo 720 szérum
mintat, akik a PreventCD (http://www.preventceliacdisease.com)  prospektiv klinikai
tanulmanyban vettek részt, és érintett csaladtagjaik révén magas genetikai rizikoval

rendelkeznek a coeliakia kialakulasara. A szérum mintak 4, 6, 9, 12, 24 illetve 36 honapos


http://www.preventceliacdisease.com/

korban kertiltek begytijtésre (illetdleg a coeliakia diagnézisakor, amennyiben az ezektdl eltérd
idépont volt). A vizsgalatban 2007 és 2010 kozott sziiletett csecsemdk vettek részt, akik
elsoként HLA-DQ genotipizalason estek at, majd a HLA-DQ2.5, DQ2.2 vagy DQ8 riziko
alléleket hordozok randomizalt modon keriiltek az intervencids (A), illetve a placebo (B)
csoportba. Az A csoportba kertilt csecsemOk 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 kettds
vak elrendezésben. Az étrendi intervenciot kdvetden mindkét csoportba tartozd csecsemok
azonos modon, fokozatos emelked6 adagban kaptak glutént 7-10 honapos korban, ezt kovetden
szabadon fogyasztottak glutén tartalmu ételeket. A gyermekek kovetése most is folyik, jelenleg
11-14 évesek.

A coeliakia diagndzisat minden esetben EMA pozitivitadssal és Marsh III 1€zi6 fennalldséval
igazoltdk. A tanulméanyban vald részvétel és a mintagyiijtés a szlilok beleegyezésével és a
résztvevo partnerek orvosi etikai bizottsagainak engedélyével tortént. Az eredeti PreventCD
tanulmanybol kizarasra keriiltek a HLA-DQ riziké allélekre negativ csecsemdk, viszont a
PreventCD tanulmanyba torténd bevalogatas lezarultat kovetden, sziiléi kérésére a HLA-DQ
riziko allélek ismeretének hianyaban is elvégezték a glutén intervenciot az eredeti
tanulmanyban részvevok fiatalabb testvéreinek egy részénél, mely a fentivel azonos modon
zajlott, de a wvitdlis glutén készitmény maés forrasbol szadrmazott (Sedamyl, Saluzzo,
Olaszorszag). Az intervenciot kovetd, 6 honapos korban végzett vérvétel soran Kkeriilt
megallapitasra a HLA-DQ genotipus. Ennek soran 11 DQ2/DQS8 negativ csecsemdt
azonositottak, akik tovabbi vizsgalatban nem vettek részt, csak a 6 honapos kori mintajuk kertilt

analizisre.
Peptidek és reagensek

Az N-terminalis biotinilacidval rendelkezd szintetikus gliadin peptideket >95% tisztasagban a
GenScript (Leiden, Hollandia) gyarté szolgaltatta a kovetkezd szekvencidkkal: yGlia Q
(SGGPLQPQQPFP), vGlia E (SGGPLQPEQPFP), vGlia 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 SGG
kapcsolo szekvenciat alkalmaztuk a biotin és a gliadin szekvencia kozott a peptidek azonos
hosszanak biztositasara. A PreventCD rizikd csecsemOk szérum mintdinak affinitas

tisztitasahoz felhasznalt gliadin peptid reagens az Inova Diagnostics (San Diego, CA, USA)
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ajandéka volt, a MeDALL chip-en hasznalt, a Gliadin DP ELISA Kklinikai kittel azonos
dezamidalt gliadin peptideket és azok nem dezamidalt valtozatait a Thermo Fisher Scientific

(Freiburg, Németorszag) gyartotol kaptuk.

Gliadin peptidek dezamidacidjanak vizsgalata folyadék kromatografiahoz kapcsolt

tandem tomegspektrometriaval (HPLC-MS/MS)

A p31-43 és p57-68 szintetikus gliadin peptidek dezamidaciojat SmM CaClz és 1mM ditiotreitol
tartalma MOPS pufferben (50mM, pH 6,8) végeztiik, melyhez 50 pmol rekombinans human
TG2 (Val?®* varians) enzimet adtunk. A reakcié 37°C-on zajlott 2 6ran at, a TG2 : gliadin peptid
molaris ardnya 1:150 volt. A reakcidt a TG2 enzim hd altali inaktivalasaval allitottuk le, majd
Amicon ultra 10K membranon (Merck, Darmstadt, Németorszadg) végzett centrifugalasi
lIépéssel szeparaltuk az enzimet a reakcid termék peptidektdl. Az LC-MS/MS analizist
megelézéen a peptideket tovabb tisztitottuk C18 PierceTip (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) segitségével a gyartoi utasitdsokat kovetve. A mintak vizsgalatat a Debreceni Egyetem
Proteomikai Szolgaltatéi Laboratériuméban Prof. Dr. Csosz Eva és Dr. Kallé Gergd végezte
Orbitrap Fusion tribrid tomeg spektrométerrel (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Az
eredmények vizualizacigjdhoz a Scaffold szoftvert (Proteome Software Inc. Portland, OR,

USA) alkalmaztuk.
Gliadin-specifikus antitestek affinitas tisztitasa

A szérum mintdk antitest tartalmanak pontos mennyiségi meghatarozasahoz, illetve az
antitestek keresztreaktivitasanak teszteléséhez az egyedi o és y-gliadin peptid szekvenciakkal
kiilon-kiilon affinitas tisztitast végeztiink a coeliakias betegek (n=2) egyedileg feldolgozott
szérum mintaibol. A biotinilalt szintetikus peptideket Pierce™ High Capacity Neutravidin
Agarose gyantara (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) kotottiik a gyartoi utasitasokat
kovetve. A coeliakidas betegek szérum mintait 0,1% Tween 20 tartalmt foszfat pufferelt
sooldatban (TPBS pH 7,4) inkubaltuk az egyes peptideket hordozo agardzzal. A kotédott
pufferre cseréltiink S0K 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 meghatdrozasdhoz a PreventCD tanulmanyban részt

vevé csecsemOk szérum mintaibol (n=10) torténd gliadin elleni antitestek tisztitasahoz
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cianobromid-aktivalt sepharose 4B gyantat hasznaltunk (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA), melyhez a gyartd utasitasat kovetve szintetikus gliadin peptid reagenst (Inova
Diagnostics, San Diego, CA, USA) immobilizaltunk. Az antitest tisztitasat a fentivel azonos

modon végeztik.

Gliadin elleni antitestek mennyiségi meghatarozasa szérum mintakbél biofelszin

interferometrias modszerrel

A gliadin elleni antitestek szérumbol torténd mennyiségi meghatarozasahoz jel6lés nélkiili
biofelszin interferometrids eszkozt (Personal Assay BLItz, PALL FortéBio, Fremont, CA,
USA) ¢és sztreptavidinnel (SA) fedett bioszenzorokat (FortéBio, Fremont, CA, USA)
alkalmaztunk. Az antitestek kotddését az eszkoz valds id6ben regisztralja, a molekularis
interakciok altal kivaltott valtozo optikai denzitas fliggvényében. A biotinilalt peptideket SA
bioszenzorokra kotottiik, a mérést TPBS oldatban végeztiik. Az egyes a és y-gliadin peptidekkel
kiilon-kiilon kalibracids gorbéket készitettliink az adott peptid felhasznalasaval kinyert, ismert

meghataroztuk a szérum minték specifikus antitest tartalmat.

Affinitas tisztitott antitestek relativ kotédési hanyadosanak meghatarozasa biofelszin

interferometrias modszerrel

Az affinitas tisztitott gliadin elleni antitestek kiilonb6zo a €s y-gliadin szekvencidkhoz torténd
relativ  kotddési  hanyadosdnak megallapitdséhoz az antitestek kotédését 150nM
koncentracioban TPBS pufferben teszteltiik, a kotddési hanyadosokat logaritmikus illesztés
utjan kaptuk (a meredekség aranyos a kotddo ligand mennyiségével). A negativ kontroll peptid
értékeinek levondsat kovetden a duplikdtumokat atlagoltuk és normalizaltuk (100% az a

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

Gliadin elleni antitestek affinitaisinak meghatarozasa biofelszin interferometrias

modszerrel

A gliadin elleni antitestek egyedi epitopokra vonatkoz6 ekvilibrium disszociacios allandojanak
(Kp) meghatarozasahoz TPBS pufferben oldott biotinilalt gliadin peptideket kotottiink a
sztreptavidin bioszenzorok (FortéBio, Fremont, CA, USA) felszinére, majd az affinitas tisztitott
gliadin elleni antitesteket 240, 120, 60, illetve 30nM koncentracioban adtuk hozza. A kinetikai
mérések kétszeri ismétléssel 5 perc asszociacio €s 5 perc disszociacio 1épésekbdl alltak. A Kp

értékeket a BLItz Pro 1.2.1.5 szoftver kalkulalta, az illesztéshez 1:1 kinetikai modellt hasznalva.

12



Gliadin peptidek hatasanak vizsgalata Caco2-sejtkultiran

A gliadin peptidek ismert *toxikus’ hatasanak vizsgalatara egy mar korabban publikalt modszert
alkalmaztunk. A Caco-2 sejteket (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA)
minimum esszencialis médiumban novesztettiik a konfluencia eléréséig. A kisérletet megel6zo
¢jszakara a tapfolyadék FBS tartalmat 1%-ra csokkentettiik €s a sejteket 100 pg/mL szintetikus
peptiddel inkubaltuk 24 6ran at 5% CO2 és 37°C mellett. A sejteket 4% paraformaldehiddel
fixaltuk, majd 0,05% TritonX-szel permeabilizaltuk ¢és monoklonalis egér anti-ZO1
antitestekkel inkubaltuk (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. A megjel6lt szoros kapcsolatokat (tight junction)
Olympus IX81 mikroszkdp (Olympus, Hamburg, Németorszag) felhasznalasaval fényképeztiik
és értékeltiik a Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetében Prof. Dr. Szo6l16si

Janos laboratériumaban.
Szérum antitestek mérése MeDALL fehérje chip felhasznalasaval

MeDALL fehérje mikrochip 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 teszteltikk még a munkacsoportunk
altal korabban termelt vad tipusi human transzglutaminaz 2 enzimet (TG2), mely 224-es
pozicidban a természetes human TG2 enzimhez hasonléan valint hordoz (Val?®) illetve ezen
enzim dupla mutans valtozatat (TG2 RE), melyben a coeliakias TG2 epitop 2 ellenes antitestek
kotodéséhez sziikséges horgonyzo aminosavakat pontmutaciéval modositottuk (R19S, E153S).
A MedALL chipeket a Phadia GmbH bécsi laboratoriumaban készitették el. A szérum mintak
MeDALL chipen valé mérését a Bécsi Orvostudomanyi Egyetem Korélettani és Allergia
Kutat6 Intézetében Dr. Bharani Srinivasan végezte kollaboracios egyiittmiikodés keretében. Az
antigének 0,3 mg/mL végkoncentraciora higitva robot automata (Affymetrix 417 Arrayer,
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) altal keriiltek felvitelre az eldaktivalt {iveg lemezekre
(VBC-GENOMICS), melyek a fehérjék kovalens megkdtését biztositjak. A szérum mintakat
TTBS oldatban 1:5 higitva 60-180 percig inkubaltak a lemezekkel 37°C-on 150rpm kevertetés
mellett. A megkotodott IgA €s IgG izotipusu antitesteket 1:1000 higitdsban hasznalt, Alexa
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Fluor 546 jel6lt egér monoklonalis anti-human IgA illetve IgG antitestekkel (Pharmingen, San
Diego, CA, USA) segitségével mutattak ki. A fluoreszcens jel detektalasat Affymetrix 418
scanner-rel (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) végezték, és a kapott adatokat a GenePix
Software Version 3.0 (Axon Instruments, Union City, CA, USA) segitségével értékeltiik ki. A
harom parhuzamossal mért jelek atlagat akkor tekintettiik pozitivnak, ha az a human szérum

albumin jelének 6tszorosét meghaladta.
Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat a GraphPad Prism7 (San Diego, CA, USA) program segitségével
készitettilk. Az egyes mintacsoportok Osszehasonlitdsat két csoport esetében parositatlan
kétszéli T-teszttel, mig kett6nél tobb csoport esetében egyutas ANOVA analizissel, Tukey teszt
alkalmazéasaval végeztik. Azonos minta szettek eltérd kondiciok esetén vald
Osszehasonlitdsdhoz parositott kétszElli T-teszt alkalmaztunk. A normal eloszlast mutatéd adatok
kozotti korrelacio vizsgalatahoz Pearson tesztet, mig ettdl eltéré esetekben az adatok
Osszehasonlitdsdhoz nem parametrikus Spearman’s Rank korreldcios tesztet hasznaltunk. A
mért antitest értékek diszkriminacios értékét receiver operating characteristics (ROC) analizis

segitségével vizsgaltuk.

5. Eredmények
Az a-gliadin peptidek TG2 altali dezamidaciés mintazata

Megvizsgaltuk a p31-43 és a p57-68 szintetikus a-gliadin peptid rekombinans human TG2
Val?** enzim 4ltali dezamidaciojat, folyadék kromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriaval
(LC-MS/MS) azonositva a dezamidacios eseményeket. Az utobbi évek genomikai vizsgalatai
alapjan kideriilt, hogy a korabban elterjedten hasznalt rekombinans TG2 fehérjékkel szemben
a normal emberi TG2 a 224-es pozicioban valint tartalmaz glicin helyett. Arra kerestiik a
véalaszt, hogy a TG2 Val?** enzimmel tudjuk-e reprodukalni a p57-68 peptid ismert
dezamidacids mintazatat, illetve, hogy képes-e a TG2 dezamidalni a p31-43 peptidet, melyrdl
nincs kozvetlen irodalmi adat. Eredményeink szerint a p57-68 peptid esetén a Q65 pozicidoban
torténd dezamidacio kimutathatod volt, mely az ismert DQ2.5-glia-ala T-sejt epitop létrejottét
eredményezi, illetve eléfordult dezamidacio a Q59 pozicidban is. A p31-43 peptid esetében a
Q34, Q35, illetve Q40 glutaminok dezamidacidjat detektaltuk. A Q59, illetve a Q35
dezamidacid eredményeként 1étrejovo, QLEPF, illetve QQEPF motivumok gyenge antigenitasa

mar irodalmi adatok alapjan bizonyitott, mig a Q65, Q34, illetve Q40 dezamidécios események
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olyan szekvencia motivumokat érintenek, melyek coeliakidban relevans B-sejt epitopokat
eredményezhetnek.

A gliadin elleni szérum antitestek vizsgalatahoz a TG2 altali dezamidacios eredményeink és a
B-sejt epitdpokrol leirt irodalmi adatok alapjan a tovabbi vizsgalatokhoz a fentiekben leirt
szekvenciaju nyolc szintetikus gliadin peptidet valasztottuk ki (a szekvenciakat a betegek és
modszerek részben tintettiik fel), melyekben a vizsgalni kivant a, illetve y-gliadin epitépok

nativ, dezamidalt, illetve roviditett valtozatai talalhatok meg.

Az o és y-gliadin szekvenciak antigenitasanak osszehasonlitasa coeliakias szérum

mintakban

A szérum antitestek kiilonbozd nativ és dezamidalt a és y-gliadin peptidekhez vald kotddését a
ProCeDE elnevezésii prospektiv klinikai vizsgalatban részt vett anti-TG2 pozitiv, kezeletlen
coeliakias betegek (n=69) szérum mintainak felhasznalasaval vizsgaltuk meg. Ezek a betegek
mar tobbféle klinikai szerologiai teszt eredménnyel rendelkeznek (anti-DGP, anti-TG2 antitest
¢s EMA teszt). Ezek a vizsgalatok komplex antigénekkel torténtek olyan modszerekkel,
melyeknél az értékeket az adott teszt sajat kalibratoraihoz viszonyitott relativ értékekben, illetve
relativ koncentracioban adtak meg, igy azok Osszehasonlitisa nehézkes volt. Ezért
vizsgalatunkhoz biofelszin interferometrias eszk6zt alkalmaztunk, mely egy valos ideji, jelolés
nélkiili, optikai uton direkt molekularis interakciot vizsgald modszer, mely abszolut
koncentracio (ug/mL) értékeket szolgaltat és a méréshez nem sziikséges masodlagos antitest
alkalmazasa. A mennyiségi meghatarozasahoz minden egyes szintetikus gliadin peptiddel
kiilon kalibracios gorbét vettiink fel, amelyhez betegek szérumabdl affinitds tisztitott
antitesteket hasznaltunk. Minden peptid esetében a kalibraciot olyan antitesttel végeztiik,
melyet az adott peptid felhasznalasaval izolaltunk. Méréseinkben a klinikai eredményekkel
Osszhangban, a coeliakias betegek gliadin peptidre reagal6 antitestjei preferencialis modon a y-
gliadin szekvenciakat ismerik fel. A p31-43 a-gliadin peptidek esetén is detektalhatod volt
mérsékelt antitest kotddes, a p57-68 a-gliadin peptid esetében viszont rendkiviil alacsony
antitest reakciok mérhetok.

A nativ és dezamidalt gliadin peptid szekvenciak 0sszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy a
szérum antitestek kissé magasabb kotddési értéket mutatnak a dezamidalt a, illetve y-gliadin
peptidekhez, de a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans.

A yGlia_E peptiddel (PLQPEQPFP) mért szérum antitest szintek jo korrelaciot mutattak 6
kiilonboz6 klinikai gyakorlatban hasznalt gyari anti-DGP IgG antitest teszt eredményeivel. A

korrelacio vizsgalatanal figyelembe vettiik, hogy az adott gyari teszt logaritmikus vagy
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koncentracio-aranyos szamitast alkalmaz. Ezen eredmény jelentdsége abban rejlik, hogy a gyari
tesztek publikusan nem ismert szekvenciaju komplex gliadin antigéneket alkalmaznak, a mi
méréseinkben viszont egyetlen rovid peptid szekvenciat hasznaltunk. Az eredmények szerint az
altalunk alkalmazott yGlia E peptid segitségével a teljes gliadin elleni antitest mennyiség
tulnyomo tobbségét képesek voltunk detektalni, mely megerdsiti, hogy a betegek szérumaban
az y-gliadin-specifikus antitestek vannak tobbségben.

Amikor az egyes peptidek esetében tapasztalt antitest reakciokat egyénenként vizsgaljuk,
megfigyelhetjiik, hogy egyetlen paciens esetében sem mutathatd ki magasabb antitest kotodés
az o-gliadin peptidekhez, mint a y-gliadinokhoz. Jelent6sebb mennyiségii a-gliadin peptidet
felismerd antitest csak olyan személyek esetében detektalhatd, akiknél nagyon nagy
mennyiségii y-gliadinnal reagald antitest mutathato ki.

A teljes dezamidalt QPEQPFP heptapeptid epitdopot hordozd yGlia E peptidhez képest a
rovidebb homolog szekvencidkkal rendelkezd peptidek jelentdsen csokkent antitest kotd
képességgel rendelkeznek. A dezamidacid képes kissé mérsékelni az antitest kotoképesség
csOkkenését, és az is egyértelmiien latszik, hogy a PQQ motivum hidnyaban drasztikusan esik

a peptidek antigenitasa.
A legkorabban termel6dé gliadin elleni antitestek célpontjai a y-gliadin peptidek

A gliadin elleni humoralis immunvélasz megjelenését és korai életkorban tapasztalhatd
sajatsagait a PreventCD tanulmanybol szarmaz6 szérum minték felhasznalasaval vizsgaltuk. A
tanulmanyban magas coeliakia kockézattal sziiletett csecsemdk vettek részt, akiket prospektiv
vizsgalatokkal kovettek az els6é glutén beviteltdl kezdodden. 21 coeliakidssd valo paciens 4
hoénapos, 9 honapos, illetve 2 éves kor folott (a coeliakia diagnozisakor 3-5,5 éves korban)
gylijtétt szérum mintajat vizsgaltuk meg biofelszin interferometridas modszerrel, hogy
Osszehasonlitsuk a €s y-gliadin peptidekre adott szérum antitest reakcidikat.

A 4 hénapos korbol szarmazo mintdk kozott 3 esetben detektaltunk alacsony mennyiségben v-
gliadin peptid elleni antitesteket, ezek viszont egyértelmiien anyai eredetii 1gG antitestek voltak
(minden pozitiv esetben az anya aktiv, sajat maga antitest pozitiv coeliakias volt). A csecsemdk
ekkor még nem fogyasztottak glutént és az antitest termelést lehetdvé tevé 6nalld adaptiv
immunitasuk még nem fejlodott ki.

9 honapos korban a gyermekek mar glutén tartalmu étrendet kovettek és gliadin elleni antitest
termelés is detektalhatd volt. A termelédd gliadin elleni antitestek kizardlagos modon a vy-
gliadin peptid szekvenciakat ismerték fel, mely arra utal, hogy els6ként a vy-gliadin

szekvencidkra reagald B-sejt klonok aktivalédnak. A coeliakia diagnozis idejérdl szarmazo
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mintak esetében, amikor a TG2-specifikus antitest pozitivitas €s a boholyatrofia is kimutathato
volt, mar a p31-43 és p57-68 a-gliadin peptideket felismerd antitestek is megjelentek, de a
humoralis immunvalaszt egyértelmiien, tovabbra is a y-gliadin peptid szekvenciakkal reagald

antitestek dominaltak.
A gliadin specifikus antitestek a és y-gliadin keresztreaktivitasa

A detektalt gliadin elleni antitestek keresztreaktivitaisanak megvizsgalasahoz coeliakias betegek
szérum mintajabol antitesteket nyertiink ki a kiilonb6zé gliadin peptid szekvencidk
felhasznalasaval. Minden egyes nativ és dezamidalt gliadin peptiddel kiilon-kiilon affinitas
tisztitast végezve izolaltunk antitesteket és megvizsgaltuk, hogy az egyes antitest populaciok
hogyan ko6tddnek a kiilonbozo peptid antigénekhez.

A yGlia peptidek alkalmazasaval izolalt antitest populaciok azonos antigén kotddési
tulajdonsaggal rendelkeznek, mindkét poliklonalis antitest reagens a yGlia Q (PLQPQQPFP)
¢s yGlia_E (PLQPEQPFP) peptidek irant mutatta a legnagyobb mértékii kotddést, ugyanakkor
a p31-43 peptideket is jol detektalhatdé mddon felismerték (koziiliik is legjobban a p31-43_E40
peptidet), viszont a p57-68 peptidek esetében rendkiviil gyenge kotédést mutattak. A y-gliadin
peptidek koziil a yGlia_sh peptid kevéssé jo antigénnek bizonyult, ennek oka minden bizonnyal
a peptidlanc csokkent hossza lehet, mely megneheziti az antitestek kotddését. Erdekes modon
a yGlia_E peptiddel izolalt antitestek egyforma kotddést mutattak a dezamidalt (yGlia_E) és a
nativ (yGlia_Q) y-gliadin peptidek esetében, €z megerdsiti a direkt moédon szérumbol végzett
antitest kvantitalds sordn tapasztalt eredményeket.

Amikor az egyes p31-43, illetve p57-68 a-gliadin peptideket hasznaltuk antigénként az affinitas
tisztitdsok soran, a kinyert antitest populaciok érdekes modon minden esetben preferencialisan
a yGlia Q ¢és yGlia E szekvencidkhoz kotddtek az a-gliadin peptidek helyett, mely
egyértelmiien jelzi, hogy erdsen keresztreagald antitestekrdl van szo. A p57-68 E65, illetve a
p31-43 E34 peptidek altal tisztitott antitestek esetében dezamidalt motivum iranti preferenciat
figyeltiink meg, ezen antitestek a y-gliadin peptidek esetében is a dezamidalt szekvenciat

részesitették eldnyben a nativval szemben.
A hasonlo gliadin szekvenciak biologiai hatasanak vizsgalata Caco2 sejteken

Mivel a p31-43 peptidet felismeré antitestek jellemzéen keresztreagaltak a vy-gliadin
peptidekkel, megvizsgaltuk, hogy szekvencia hasonldsaguk nyoman vajon a y-gliadin peptidek
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
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kapcsolatok felbomlasat idézi el6. Ez jol vizualizalhaté a citoplazma membranban a tight
junction kapcsolodasi pontokon el6forduld ZO-1 fehérje fluoreszcens jelolésével, mely a
toxikus peptid jelenlétében elveszti hullimos interdentacidval jellemezhetd mintazatat, a
sejtkonturok kiegyenesednek. Ezt az ismert bioldgiai hatast ki tudtunk mutatni a 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. Az
eredmények alapjan a p31-43 peptid ’toxikus’ hatasa egyedi, a homolog vy-gliadin

szekvenciakkal nem reprodukéalhato.
A PreventCD tanulmany mintainak vizsgalata — klinikai kimenetel

A korabbi kisérleteinkben a coeliakids betegek o és y-gliadin peptidekre iranyuld szérum
antitest reakcioit vizsgaltuk meg, melybdl jol lathatod, hogy a dominéans antigén a y-gliadin €s

az a-gliadin elleni valasz leginkabb keresztreakcié eredménye.

A tovabbiakban a PreventCD tanulmanyban részt vevd csecsemdk gliadin elleni antitest
valaszat vizsgaltuk a prospektiven vett szérum mintak felhasznalasaval. A PreventCD
nemzetk6zi tanulmény egyediilalldo lehetéséget kinalt a coeliakia rizikoval rendelkezd
gyermekek immunvalaszanak az els6 glutén beviteltél kezd6do kovetéses vizsgalatara, tovabba
a coeliakiassa valo, illetve késébb nem érintett gyermekek immunvalaszanak
Osszehasonlitasara.

Az eredeti PreventCD tanulmany elsddleges célkitiizése a coeliakia lehetséges megeldzésének
vizsgalata volt kis dozisu, korai glutén bevitellel, genetikai rizikdval rendelkezd csecsemdkben.
A csecsemdk 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 tartoz6 gyermekek azonos mddon,
emelkedé mennyiségben, majd 10 honapos kortol szabadon fogyaszthattak glutént, és az
esetleges coeliakia diagndzis kimondasaig glutén tartalmu étrendet tartottak. Az eldiitemezett
vérminta vételek id6épontja: 4, 6, 9, 12, 24, 36 honapos korban volt, illetve a coeliakia
diagnoézisanak kimondasakor, ami ett6l eltéré idépont is lehet. A PreventCD eredményei
alapjan az elsddleges kimeneti végpont nem teljesiilt, a coeliakia kialakuldsanak aranydban nem
volt szignifikans kiilonbség az intervencids és a placebo csoport kozott, azonban az azonos
dozist, azonos életkorban adott glutén hatdsainak vizsgdlatara a levett mintdk paratlan
lehetdséget adnak.

A kovetkezOkben a coeliakia fObb antigénjei (nem dezamidalt gliadin peptidek — NGP,
dezamidalt gliadin peptidek — DGP, szoveti transzglutaminaz — TG2) ellen irdnyuld szérum
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antitestek valtozasat kovettiik nyomon MeDALL fehérje mikrochip modszer segitségével és
hasonlitottuk 0ssze a coeliakiassa valo, illetve nem valo rizikod csecsemdk valaszat az egyes

csoportokban.
A primer glutén-expoziciora adott korai antitest valasz elemzése

Az A csoportban a csecsemdk jelentOs antitest termeléssel valaszoltak a 8 hetes glutén
taplalasra. A 6 honapos kori szérumokban IgG ¢és IgA antitest reakcid egyarant kimutathato
volt, mind az NGP, mind pedig a DGP irant, de coeliakiat jelzo 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 immunvélasz
bizonyitja a csecsemdk sajat adaptiv immunvélaszat a taplalékban talalhato antigénre, hiszen
ilyen antitestek nem juthatnak a csecsemd keringésébe transzplacentalis transzfer vagy
anyatejes taplalas Gtjan. A B csoportban 1évé csecsemdk 6 honapos korukig csak placebot
kaptak, igy szérum mintdik nem mutattak reakciot ezen idépontban, viszont 9 honapos korban,
a glutén tartalmu étrend bevezetését kovetden, hasonlo, az NGP és DGP ellen irdnyulo antitest

termelést mutattak.
A korai antitest valasz értékelése a coeliakia manifesztacio, illetve a genotipusok alapjan

Az A csoportba tartozo, HLA-DQ?2, illetve DQS riziko allélekkel rendelkezd, kés6bb
coeliakiassa valo, illetve nem vald csecsemOk azonos moédon valaszoltak a korai glutén
bevitelre, s6t a coeliakiaval érintett csaladban sziiletett, de HLA-DQ riziké alléllal nem
rendelkezé csecsemdk is hasonld modon, IgA és IgG ellenanyag termeléssel reagaltak. Ezen
alcsoportok mindegyikében, a coeliakiasokat is beleértve, szintén megfigyelhetd, hogy a korai
immunvalasz 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.

A csecsemOk korai glutén elleni humoralis immunvalaszaban érdekes tendenciat figyelhetiink
meg, ha a HLA-DQ genotipusok szerint csoportositjuk az A csoportba tartoz6 egyéneket. Azt
tapasztalhatjuk, hogy a coeliakia kifejlodésére magas kockazatot jelenté HLA-DQ2.5
genotipussal rendelkezé személyek jellemzden jelentésen alacsonyabb szintii 1gG, illetve 1gA
antitest termeléssel reagaltak az adott mennyiségli glutén bevitelre, mint a coeliakia kifejlodésre
kisebb kockazatot jelentd6 HLA-DQ2.2/HLA-DQ2.5 vagy csak HLA-DQ2.2 genotipussal
rendelkezd személyek. A legmagasabb kockazatt HLA-DQ2.5 genotipusra homozigdta
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személyek pedig még kisebb antitest termeléssel reagaltak vagy szamos esetben egyaltalan nem

1s volt mérhetd korai antitest valaszuk.

Az NGP/DGP felismerés valtozasa a Kkorai immunvalasz soran és a coeliakia

manifesztacioja idején

Az A csoportba tartoz6 coeliakiassa valo, illetve nem valo riziko csecsemok NGP és DGP ellen
iranyul6 antitest valaszat vizsgalva megallapithato, hogy a coeliakiassa valo gyermekek esetén
két kiemelked6 antitest valasz detektalhato: az elsd 6 honapos korban a primer glutén bevitelre
adott korai reakcid, mig a masik a coeliakia diagndzis idején tapasztalhato, e két pont kozott
pedig a szérum antitestek csokkend tendenciaja figyelheté meg. A coeliakidssa nem valo riziko
gyermekek esetében viszont csak egy, a gluténre adott korai immunvalasz detektalhato. A korai
antitest valasz - késobbi coeliakia kialakulasatol fliggetlen - k6z6s jellemz6je, hogy az NGP
antigént részesiti elonyben a DGP-vel szemben. Ezen NGP irant mutatott preferencialis kotddés
a kovetés teljes idOtartamaban megmarad azokndl a gyermekeknél, akik nem lesznek
coeliakidsok, mig a coeliakiassa vald gyermekeknél a diagno6zis idépontjaban tapasztalhatd az
addig alulreprezentalt DGP elleni antitestek nagymértékii megemelkedése. Ezen tendencia
mind az IgG, mind az IgA antitestek esetén fellelhetd, de az IgA valasz kevésbé egységes (nem
mindenkinél jelentkezik).

Hasonloképpen a B csoportba tartozo coeliakidssa valo és nem valo 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 coeliakiassa valo gyermekeknél a diagnozis idején valtozik meg és tolodik az
antitest valasz a DGP iranyaba.

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

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

Szintetikus gliadin peptid szekvenciakat hasznalva, jelolés nélkiili molekularis interakcio
detektald biofelszin interferometrids modszerrel vizsgaltuk, hogy a coeliakia rizikdju
gyermekek 4ltal, a korai immunvalasz sordn termelt gliadin elleni antitestek a coeliakia
szempontjabol kulcsfontossagii epitopot célozzak-e, illetve, hogy ezen korai antitestek
affinitdsa mennyiben tér el a coeliakia diagn6zis idején termelddo antitestekétdl. Gliadin elleni
antitesteket nyertlink ki affinitas tisztitassal a 6 honapos korban gyiijtott szérum mintakbol,
coeliakidssa valo gyermekek (n=3) illetve coeliakidssa nem valé gyermekek (n=3) esetén,
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valamint a coeliakia diagnézis idejérdl szarmazé mintakbol (n=4). Az antitestek egyensulyi
disszociacios allanddjat (Kp) meghataroztuk a kovetkezd gliadin szekvenciak estén: nem
dezamidalt yGlia Q (PLQPQQPFP), dezamidalt yGlia E (PLQPEQPFP) és rovid dezamidalt
vGlia sh (PEQPFP) peptid, ahol egyetlen epitophoz toérténd, monovalens kdétodésre lehet
szamitani.

A késobb coeliakiassa valo, illetve nem valo csecsemdk altal 6 honapos korban termelt gliadin
elleni antitestek egyarant nagy affinitassal kotodtek a yGlia Q (atlag KD 2,5x10-8 M, illetve
1,2x10-7 M) és yGlia_E (4tlag Kp 3,5x10% M, illetve 1,7x10” M) peptid szekvencidkhoz. Ez
azt jelenti, hogy a glutén bevitelre adott korai antitest valasz, a betegség késébbi kialakulasatol
fiiggetleniil, a coeliakidban immundominans gliadin epitdpra iranyul. Ugyanakkor, a 6 honapos
korban termel6dd antitestek egységesen csak 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 3,6x108 M, illetve
1,6x108 M) képesek erds interakciot kialakitani, hanem jelentds affinitas érést mutatnak a
vGlia_sh peptid dezamidalt PEQPFP motivumara is (atlag 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 egyenként kiszamitva egyértelmiien lathato, hogy a 6 honapos korban
termelddd antitestek szignifikansan nagyobb affinitdssal k6tédnek a nem dezamidalt yGlia Q
peptidhez. A coeliakia diagnozis idején termelddd antitestek affinitdsa pedig a dezamidalt
yGlia_E peptid irant volt szignifikansan magasabb. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak
a szérum mintdk esetén tapasztalt valtozassal, miszerint a korai reakci6 idején az NGP a
preferalt antigén, mig a coeliakia diagnozis idején, a kezdetben alulreprezentalt DGP elleni

reakcio jelentésen megnd.

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

coeliakianak

Vizsgalatainkban lathatd, hogy rendszeres glutén bevitel mellett NGP, illetve DGP elleni
antitestek gyakran eléfordulnak a coeliakia rizikoval rendelkezd 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 hidnyaban, barmely ¢letkorban termel6dé NGP, illetve DGP elleni
antitestek altal adott ROC gorbe alacsony gorbe alatti teriilettel (AUC) jellemezhetd (NGP 1gG
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AUC=0,51 illetve DGP IgG AUC=0,53), mely nem alkalmas a coeliakiassa valo és nem valo
gyermekek elkiilonitésére egyetlen pozitivitasi kiiszobértéknél sem. Ugyanakkor, ha csak azon
NGP, illetve DGP antitest értékeket vessziik figyelembe, melyek TG2 elleni antitest
megjelenésével is parosulnak, a ROC gorbe jelentdsen javul és a gorbe alatti tertilet novekszik
(NGP IgG AUC=0,9%4 illetve DGP 1gG AUC=0,99). Az NGP, illetve DGP elleni IgA izotipusu
antitestek azonos eredményt mutatnak egy kissé gyengébb diszkriminacios értékkel.

Ezen eredmények alapjan egyértelmii, hogy sem a primer glutén bevitelre adott korai antitest
valasz, sem a kés6bbi életkorban detektalhatd gliadin elleni antitestek onmagukban nem adnak
lehetdséget a coeliakids és nem coeliakias esetek elkiilonitésére, csakis a TG2 elleni antitestek
figyelembevételével érhetd ez el, ami alatdmasztja, hogy a coeliakia diagn6zisanak alappillére

a TG2 antitest pozitivitas kimutatasa.
Az elsoként megjelend TG2-specifikus antitestek az epitop 2 felszint ismerik fel

A klinikai vizsgalat idétartama alatt 33/122 (27%) gyermeknél alakult ki coeliakia (median 3
éves életkorban, sz¢lsé 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 diagnozis kori mintai alltak rendelkezésre, mivel 9 gyermek esetén a coeliakia a
MeDALL vizsgalatok elvégzését kovetden manifesztalodott.

Az §sszes PreventCD minta analizise soran TG2 elleni IgA antitest csak a 24 coeliakids paciens
mintaiban és csak a diagnozis idején volt detektalhatd. A TG2 elleni IgG antitestek ezek koziil
csak 20 paciens esetében voltak kimutathatok alacsony koncentracioban (IgA hianyos
coeliakids nem volt a vizsgalt mintdk kozott). A coeliakia diagnézis idején az NGP és DGP
antitestek mennyisége is megemelkedett, de szérum koncentracidjuk, Pearson teszt alapjan,
nem mutatott korrelaciot a TG2 elleni antitestek mennyiségével (TG2 IgA kontra NGP IgA
r=0,21 illetve TG2 IgA kontra DGP IgA r=0,16).

A diagnozis idején megjelend TG2 elleni antitestek epitdp specificitasat is megvizsgaltuk egy,
a munkacsoportunkban kordbban termelt dupla mutans TG2 fehérje (TG2 RE) felhasznalaséval,
melyben az epitop 2 felszinét alkotd kulcsfontossagli aminosavakat pontmutacidval szerinre
cseréltiik (R19S, E153S). Ezt a rekombinans fehérjét — bar térszerkezete megfeleld - az epitdp
2 elleni antitestek nem képesek felismerni. A dupla mutans TG2 RE fehérje esetén az antitestek
kotodése a vad tipusu TG2 fehérjéhez képest egyhatod részére csokkent, mely az epitdp 1-re és
TG2 egyéb felszineire k6tddo antitesteket reprezentalja. Ezen eredmények alapjan a termel6do

TG2 elleni antitestek tilnyomo tobbsége az epitop 2 felszinre irdnyul.
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6. Megbeszélés

Vizsgalatainkban jelolés nélkiili kvantitativ analizis és kotddés vizsgalatok sordan egyedi
peptidekkel 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 €s 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 leger6sebb DQ2.5 fiiggd T-sejt stimulald
gliadin szekvencia, melynek TG2 altali dezamidaci®é nagymértékben noveli a peptid
immunogenitasat, mig a p31-43 peptid egy olyan a-gliadin fragmens, mely képes aktivalni a
természetes immunitast, ezaltal cellularis stressz valaszt idéz eld. A glutén TG2 éltali
dezamidacigjat legtobbszor egy komplex glutén elegyben vizsgaltak, melyhez kezdetben még
tengerimalac TG2 enzimet, majd pedig rekombinans huméan TG2 Gly??* enzimet alkalmaztak,
azonban a huméan TG2 enzim leggyakoribb természetes varidnsa a TG2 Val?4
Vizsgalatainkban kozvetlen modon elemeztik a p31-43 és a p57-68 peptidek TG2 altali
dezamidacigjat, a TG2 Val?®* format alkalmazva, mert a természetes TG2-ben a 224 pozicidban
talalhato valin befolyasolja az enzim aktivitasat. A tomegspektrometrids analizis alapjan a Q34
és Q40 pozicidban torténd dezamidacié is megallapithatd volt a p31-43 peptidben, mely a
QEQPF ¢s PEQPY motivumok 1étrejottét eredményezte. Ezen eredmények 6sszhangban
vannak az irodalmi ismeretekkel, miszerint a TG2 éltali dezamidaci6 sordn preferalt felismerd
szekvencia a QXP motivum. A p57-68 peptid esetében a Q65 pozicioban bekdvetkezd
dezamidécid volt a leggyakoribb reakcid termék, mely megerdsiti az irodalomban mar leirt
PELPY motivum létrejottét.

A coeliakias betegek szérum antitestjeinek p31-43, p57-68, illetve y-gliadin peptidek nativ és
dezamidalt formaihoz valdo kotddését biofelszin interferometrias modszerrel vizsgilva
megallapithatd, hogy az a-gliadin peptidek esetében nagyon alacsony mértékli kotddes
mutathatdo ki, mig a y-gliadin peptidek egyértelmiien dominans antigének a humoralis
immunvalasz szempontjabol. A coeliakids betegek szérum antitestjei kissé magasabb kotddést
mutatnak a dezamidalt peptidek esetében, mint a nativ peptideknél, de a kiilonbség
statisztikailag nem szignifikans.

A biofelszin interferometridas mérés soran a yGlia E peptiddel kapott szérum antitest
koncentracié értékek jo korrelaciot mutatnak a klinikai anti-DGP IgG diagnosztikai tesztek
eredményeivel, mely egyrészrdl validalja mérésiink pontossagat, masrészrél pedig kifejezi ezen

heptapeptid szekvencianak az antitest valaszban bet6ltott kzponti szerepét.
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Ismereteink szerint ez az elsé alkalom, hogy egyedi peptidekkel, coeliakids betegek szérum
mintdibol affinitds 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 reagalo antitest szintet, mely szintén
mutatja a y-gliadin domindns szerepét. Tovabba a QPQQPFP y-gliadin motivumot tartalmazé
peptideknek fontos szerepe van a csecsemodkori immunvalasz soran, hiszen az elsOként
megjelend gliadin elleni antitestek kizarolag ezen motivumot ismerik fel nativ, illetve
dezamidalt forméaban. Az a-gliadinokat felismerd antitestek csak késébbi életkorban és mindig
alacsonyabb mennyiségben detektalhatok. Ezen eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a y-
gliadinok az els6dleges immunogének és az immunvalasz soran alakulnak ki az a-gliadin
peptidekkel keresztreagald tulajdonsagt antitestek.

Az egyedi peptidekkel végzett affinitds tisztitds eredményei azt is meger0sitik, hogy a
coeliakias betegek szérumaban talalhato gliadin-specifikus antitestek erételjes 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.

A szérum antitestek gliadin peptidek esetében tapasztalhatd keresztreaktivitasanak fontos
diagnosztikai vonatkozasai is vannak. A keresztreaktiv antitest jelenlétének kdszonhetden nd a
klinikai tesztek szenzitivitdsa. Ezt demonstralja az a megfigyelés, hogy méréseink soran a
QPEQPFP motivumot hordozé szintetikus dezamidalt yGlia_E peptidet egyediil alkalmazva
meghatarozott antitest szérum koncentraciok jo korrelaciot mutatnak a klinikai gyakorlatban
hasznalatos gyartoi DGP IgG esszék eredményeivel. A kiilonféle klinikai tesztek tobbféle
peptid antigént alkalmaznak, melyek szabadalmi oltalom alatt allnak. A tesztek mért értékei
tapasztalati uton valasztott kalibratorokra vonatkoztatott relativ egységekben vannak kifejezve.
Az altalunk hasznalt Gjszerli mérési modszer, a biofelszin interferometria megfeleld eszkoz
lenne egy egységes kalibracio kialakitasara, hiszen a specifikus antitest kotodést pg/mL
egységben képes megadni. Az abszolut koncentraciéo mérésén alapul6 eljaras kikiiszobolné az
egyes klinikai centrumok és a kiilonb6z6 forgalomban 1évd klinikai tesztek kozott tapasztalhatod
eltéréseket és a mérési tartomany még pontosabb beallitdsat tenné lehetévé. Fontos
megemliteni, hogy a ProCeDE klinikai vizsgalatban meghatarozott antitest szintek a kiilonb6z6

klinikai tesztek esetében 0 - 39%-ban a mérési tartomany fol¢ estek. A mérési tartomanyon
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kiviili es6 magas pozitiv szerologiai eredmények hasznalhatatlanok, amikor a terapia, azaz a
gluténmentes diéta hatasat szeretnénk kovetni a szérum antitestek mérésével.

A jelolés nélkiili biofelszin interferometria (BLI) masik nagy elénye, hogy egy 1épésben képes
kvantitativ médon meghatarozni az IgA ¢és IgG izotipusu antitesteket. A klinikai tanulméanyok
szerint az IgG mérésen alapuld teszteknek nagyobb a szenzitivitdsa, mig az IgA mérésen
alapulo tesztek nagyobb specificitassal jellemezhetok, ezeket az elonyoket egyesitheti a BLI
meres.

megel6zden is kimutathatok, ugyanakkor rendkiviil keveset tudunk a coeliakia diagnozist
megel6z6 adaptiv immunvalaszrol, annak prediktiv jellegérdl és arrdl, hogy ez mennyiben tér
el a coeliakia manifesztacidjakor tapasztalhat6 gliadin elleni reakciotol.

A PreventCD nemzetkozi tanulmény adta lehetdséget hasznaltuk fel, hogy valaszt kapjunk ezen
kérdésekre. A PreventCD olyan prospektiv étrendi intervenciét alkalmazo klinikai vizsgalat
volt, melyben a coeliakia kialakuldsara magas genetikai rizikdval rendelkez6 csecsemdk vettek
részt, igy eredményei kozvetleniil az egészséges csecsemd populaciora nem alkalmazhatok. A
tanulmany eréssége viszont, hogy prospektiv jellege ellenére jelentés szamban alakult Ki
coeliakia a kdvetés 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 megbizhatd €s 0Osszehasonlithato
A humoridlis adaptiv immunvélasz megbizhatd kvantitalasahoz 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 hasznélatos diagnosztikus ELISA/ELIA esszék kalibracidja az alacsony
koncentraci6 tartomanyhoz igazitott, hogy a lehetd legnagyobb érzékenységet érjék el, ennek
kovetkeztében viszont gyakori a szignal szaturacio. A MeDALL mikrochip modszer viszont
sz¢éles linearis mérési tartomannyal rendelkezik, igy a mennyiségi valtozasokat pontosabb
moédon tudjuk nyomon kdvetni.

Ismereteink szerint ez az els6 alkalom, hogy coeliakia rizik6 csecsemdk NGP és DGP elleni
humoralis immunvalaszat szimultdn nyomon kovetik és a termel6dd antitestek affinitasat
meghatarozzak.

A PreventCD tanulmanyban résztvevo német €s magyar gyermekek eredményei azt mutatjak,
hogy a primer glutén bevitelre adott korai antitest valasz a dezamidalt gliadinokkal szemben a

nem dezamidalt gliadinokat részesiti elényben. A termelddd antitestek kozott IgG és IgA
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izotipustt is kimutathat6, mely izotipus valtast jelez, ami a csecsemoOk sajat adaptiv
immunvalaszanak eredménye. Ezen korai immunvalasz soran termel6dé antitestek a coeliakia
késobbi kialakulasatol fliggetlenil a QP(Q/E)QPFP immundominans gliadin epitopra
iranyulnak. Eredményeink valdsziniisitik, hogy T-sejt fliggd immunvalaszrol van szo és egyben
megvilagitjak a fiatal ¢életkorban gyakran nem coeliakiasokban is észlelhetd gliadin antitest
pozitivitas nem pathologids okait.

A PreventCD kohorsz mas nemzetiségii tagjaiban a kdzelmultban kimutattdk, hogy coeliakia
rizikoval rendelkez6, TG2 szeronegativ és normal szovettant mutaté gyermekekben is
eléfordulnak gliadin reaktiv T-sejtek a vékonybélben, 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 hozhatd Gsszefiiggésbe. Az altalunk kovetett nem érintett csecseméknél nem
volt indikécioja ilyen invaziv vizsgalatoknak.

Vizsgélatainkban a HLA-DQ2/DQS8 negativ személyek szintén képesek voltak gliadin elleni
IgA ¢és IgG antitesteket termelni a korai glutén bevitelre adott immunvalaszuk soran. Ezen
kulcsfontossagi megfigyelés arra utal, hogy nem csupén a rizik6 allélekkel rendelkezd egyének
szamara immunogének a gliadinok és hogy a gliadin peptidek produktiv prezentacidja nem csak
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 preferencidja is azonos volt a riziko allélekkel rendelkez6 tarsaiknal észletekkel.

Ezek a megfigyelések felveti annak a lehetdségét, hogy a gliadin peptidek prezentacidja mas
HLA molekulak altal is megvaldsulhat, illetve azt is sugalljak, hogy a gliadinra vonatkozo
tolerancia nem a riziké allélek hianyabdl adodo passziv kovetkezmény, hanem egészséges
egyénekben a gliadin ellen aktiv immuntolerancia mechanizmus mikodik.

Mindezek tiikrében érdekes megfigyelés az, hogy éppen a magas coeliakia rizikoval jaro
genotipusok (féként a HLA-DQ2.5 homozigétasag) tarsultak feltiindéen gyenge humoralis
immunvalasszal. Ebbdl arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a magas coeliakia rizikoval
leirhaté HLA-DQ allélek talan elégtelen modon prezentaljak a gliadin peptideket a korai
életkorban a primer glutén bevitel alkalmaval, és ez egy csokkent tolerogén vélaszt
eredményezhet - részben hozzajarulva a késébbi coeliakia kifejlddésének magasabb
kockazatahoz.

Feltevésiinket alatamasztjak azok az irodalmi adatok, melyek szerint a HLA-DQ?2.5 molekulak
besziikiilt antigén prezentacids képességgel jellemezhetdk €és a glutén prolaminok valtozatos

palettajarol csak igen kisszamu peptidet képesek megkdtni. Tovabba a HLA-DQ2.5 molekula
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sajatsaga, hogy egy ra jellemzé egyedi nukleotid polimorfizmus kovetkeztében csak gyenge
interakciora képes a HLA-DM chaperon molekulaval, 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. A kisérletesen megfigyelt csokkent antigén prezentacios képességet
igazolja, hogy a HLA-DQ?2.5 személyek gyenge immunizalhatosagat irtak le a hepatitis B virus
vakcinacio soran is.

A tolerogén immunvalasz létezését a HLA-DQ2.5 genotipusii coeliakias személyekben
kimutatott egyes tipust regulatorikus T-sejtek jelenléte igazolja. HLA-DQ2.5 humanizalt egér
modellben is megfigyelték, hogy a proliferald, humanizalt gliadin reaktiv T-sejt receptorral bird
sejtek immunszupressziv tulajdonsagu, 1L-10 szekretald, egyes tipusu regulatorikus T-sejt
iranyba differencidlodtak. Ezzel szemben egészséges HLA-DQ2.5 genotipusu személyekben
nem mutathatok ki sem gliadin specifikus effektor, sem gliadin specifikus regulatorikus T-
sejtek. Ez arra utal, hogy a megfelel6 gliadin elleni tolerancia kialakulasa soran ezek a sejtek
anergias allapotba keriilnek vagy teljes negativ szelekcion esnek at.

A kiilonb6z6 genotipusok altal adott immunreakciok értékelése soran limitaciot jelent, hogy az
altalunk vizsgalt genotipus csoportokban jelentésen eltérd elemszamok szerepeltek, ez a
statisztikai kiértékelést neheziti. Illetdleg T-sejt aktivaciora vonatkozo adatok nélkiill nem
jelenthetd ki teljes biztossaggal, hogy a HLA-DQ2.5 személyek minden szempontbol
gyengébben reagalnak a bevitt gluténre. Bar a magasabb rizikoval tarsulo HLA-DQ2.5
genotipusu csecsemdk korai gliadin elleni antitest reakcidja atlagosan alacsonyabb volt, mint a
mas genotipussal rendelkezdké, mégsem magyarazhat6 pusztan ezzel a coeliakia kialakulasara
mutatott magasabb kockazat. A vizsgalt egyének szintjén ugyanis nem minden alacsony korai
antitest reakci6 tarsult késébbi coeliakiaval, ahogyan a magas korai antitest reakcidé sem minden
esetben nyujtott védelmet a coeliakia kialakulasaval szemben. Azonban az eredményeink és az
irodalmi adatok tiikrében érdemes tjra gondolni a HLA-DQ gliadin peptid prezentdciojarol
alkotott képiinket. Ebbe integralnunk kell az eddig ismerttdl eltér6, HLA-DQ2/HLA-DQ8
fiiggetlen gliadin peptid prezentacio lehetdségét is, mely coeliakia rizik6tol mentesen zajlik
illetdleg a HLA-DQ?2.5 molekula csokkent valaszadd képességét, mely valamilyen modon
Osszefiiggésben allhat a megnovekedett coeliakia rizikoval.

A korai immunvalasszal ellentétben a coeliakia diagndzis idején detektalt gliadin elleni
antitestek erdteljesebb kotodést mutatnak a dezamidalt gliadinok irant. Azoknal a rizikd

gyermekeknél viszont, akiknél nem alakult ki coeliakia, nem moddosult a dezamidalt
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gliadinokkal szembeni antitest valasz. Mindez a TG2 enzim altali dezamidacio koérfolyamatban
betdltott aktiv szerepére utal.

Biofelszin interferometrias kisérleteinkben a coeliakia rizikdju csecsemok altal 6 honapos
korban termelt gliadin elleni antitestek nagy affinitdst mutattak az immundominans
QP(Q/E)QPFP gliadin epitop irant. Ezen megfigyelést jol magyarazza, hogy a coeliakias
paciensek esetében szterotipikus gliadin elleni antitest valaszt mutattak ki, ahol a gliadin
specifikus B-sejtek erdsen limitalt szomatikus mutacioval rendelkeznek, mert a csiravonalban
kodolt aminosavak mar inherens mddon biztositjdk a stabil gliadin peptid kot képességet.
Ugyanakkor a coeliakia diagndzis idején termel6dd gliadin elleni antitestek javuld kotddést
mutatnak a rovidebb PEQPFP motivum irant. Mindez a pathogenezis soran bekdvetkezd
affinitas érésre utal.

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 diagnézis idején
termel6do antitestek a dezamidalt gliadin peptidhez (yGlia E) kétddnek jelentdsen nagyobb
affinitassal. Ezt jol kifejezi a KD yGlia_E / KD yGlia_Q hanyados szignifikdns csokkenése,
tehat a dezamidalt peptid iranti affinitas novekedése. Ezzel 6sszhangban a coeliakia diagnozis
idején, a duodénumbol izolalt gliadin reaktiv T-sejtekre nézve is kimutattak, hogy sokkal
intenzivebben reagalnak a dezamidalt gliadin peptidekre, mint a nativ peptidekre. A nem
coeliakias biopsziabol szarmazo T-sejtek a nativ és a dezamidalt gliadinokra azonban hasonlo
modon reagaltak.

A gliadin elleni antitestek onmagukban, ¢életkortol és dezamidaciotdl fiiggetleniil, nagyon
gyenge coeliakia prediktiv képességgel rendelkeznek. ROC analizisiik segitségével a
coeliakiassa valo és nem valo gyermekek nem kiilonithetdk el egymastol. Eredményeink jol
mutatjak, hogy a gliadin elleni antitestek mar joval a TG2 elleni antitestek megjelenése elott
kimutathatok a szérumbdl, viszont nincsen diagnosztikus jelentdségiik €s nem jeleznek
coeliakids immunvalaszt. Kizarolag a TG2 elleni antitestek jelenléte alapjan vagyunk képesek
elkiiloniteni a coeliakias és nem coeliakids eseteket, ezért a TG2 antitest pozitivitas a coeliakia
legmegbizhatobb, klinikailag alkalmazhato markere.

A coeliakia diagnozis idején megjelend TG2 elleni antitestek mennyisége nem all linedris
aranyban 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 kiilonb6z6 szovetekben az extracellularis TG2 antigén felszinén. Ezaltal
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csokken a szérumban mérhetd koncentraciojuk, igy az nem reprezentalja a teljes termelt
mennyiséget.

A coeliakia diagnézis idején detektalt TG2 elleni antitestek epitdp specificitdsat egy dupla
mutans TG2 (R19S, E153S) enzim segitségével vizsgaltuk meg, mely nem képes az epitdp 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 szovettani vizsgalatok alapjan ezen epitop 2-specificitasi anti-TG2 antitestek
jelenléte életkortol fiiggetleniil villus atrofia kialakulasédval hozhato 6sszefliggésbe.

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
immunrendszer célkeresztjébe. A korai immunvalasz soran az antitestek nem dezamidalt
gliadin irdnyaba tapasztalhato kotddési preferencidja annak is lehet a kovetkezménye, hogy a
dezamidacio nem gyakori ebben a fazisban, és csak kés6bb, valamilyen kiils6 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 aktivaciojat eléidézni.
Ugyanakkor a coeliakia manifesztacioja akar évtizedekig is elhtizodhat, mely arra utal, hogy
mas faktoroknak (intesztindlis fertdzés, valtozdsok 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 keresztkoto aktivitasa donto a coeliakia
pathogenezisében. In vitro vizsgalatokban mar kimutattak, hogy a gliadin és a TG2 kozott a
TG2 keresztkoté enzimaktivitasanak kovetkeztében egy kovalens haptén-Karrier komplex johet
létre. Ugyanakkor ilyen komplex in vivo torténd keletkezése még nem megfeleléen
alatamasztott. Egy friss tanulmany azt sugallja, hogy in vivo koériilmények kozott a gliadin és a
TG2 inkébb egy atmeneti enzim-szubsztrat komplexet alkot, igy elképzelhetd, hogy a komplex
képzddés pusztan a dezamidacio megnovekedett gyakorisaganak kovetkezménye. Ugyanilyen
iranyba hathat a TG2 izopeptidaz aktivitasanak fokozodasa is, mely a korabban keresztktésbe
bevont oldallancok dezamidacidjat eredményezi. Azonban a TG2 pontos szerepe, mint a
pathogenezis eldsegitdje €s a kialakulé autoimmun valasz aldozata, tovabbra sem tisztazott.
Ahhoz, hogy a coeliakids és nem coeliakids személyek gliadin elleni immunvélaszarol
pontosabb képet kaphassunk, sziikséges lenne a gliadin specifikus T-sejtek atfogd vizsgalata is,
erre azonban jelen vizsgalataink nem terjedtek ki. A PreventCD programban részt vevd magyar
coeliakias paciensek koziil azonban 1l-en részt vettek egy masik tanulmanyban is, ahol
vékonybélbiopszids mintdjukbdl gliadin specifikus T-sejt vonalakat klonoztak és kiilonbozo

gliadin peptid szekvencidk felhasznalasaval tesztelték a T-sejt vonalak antigén specificitasat.
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gy arra lehetéségiink nyilik, hogy ezen manifeszt coeliakiis betegek esetében a gliadin
specifikus T-sejtek és B-sejtek célpontjait Gsszehasonlitsuk. A 11 paciensbdl technikailag
sikeresen 10 eset biopszias mintaibdl Osszesen 81 gliadin specifikus T-sejt klont sikertilt
l1étrehozni. Ezek kozil 9 volt specifikus o-gliadinokra (koztik a 33-mer immunogén
szekvenciara), 22 volt specifikus y-gliadin szekvencidkra (ebbdl 5 kloén keresztreagalt -
gliadinokkal) és 2 volt specifikus m-gliadinokra (mindketté keresztreakciét mutatott a vy-
gliadinokra). A tobbi T-sejt klon esetében nem sikertilt pontos specificitast megallapitani. A mi
vizsgalatainkban azon 4 paciens koziil, akik klonozott T-sejtjei kozott eléfordult a-gliadin
reaktiv T-sejt, minddssze 1 paciens mutatott antitest szintli reaktivitast a p57-68 peptiddel.
Azoknal a pacienseknél viszont, akik y és m-gliadinokra reagald T-sejt klonokkal rendelkeztek,
minden esetben kimutathat6 volt a QP(Q/E)QPFP szekvencia iranti antitest szint( reakcio.

A klinikai tanulmanyok limitacidja, hogy HLA-DQ2 és DQS8 negativ személyek esetén, akiknél
a coeliakia kialakulasa kizarhato, etikailag nem engedélyezhetd a gluténre adott immunvélasz
kovetéses vizsgalata vagy invaziv modszerek hasznalata a vékonybélben zajlé immunreakciod
megitélésére. gy nem deriil fény arra, hogy a coeliakia rizikoval nem rendelkez6 személyek

esetében milyen a korai életkorban a gluténre adott normal immunvalasz.

7. 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 antigenitdsara. A coeliakias betegek szérum antitestjeinek vizsgalata alapjan
egyértelmiien azt talaltuk, hogy a gliadin elleni szérum antitestek foként a y-gliadin peptidek
ellen irdnyulnak, 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 eredetii peptid szekvencia milyen nagymértékben felelés a coeliakids
betegek humordlis immunvaélaszaért. Az egyes peptid antigénekkel kiilon-kiilon végzett
affinitas tisztitdsok eredményei azt mutatjak, hogy erdés immunologiai keresztreakcid érhetd
tetten a y-gliadin peptidek javara, hiszen az a-gliadin peptidekkel izolalt antitestek nagyobb
mértékben kotddtek a y-gliadin szekvencidkhoz. A keresztreakcid korfolyamat sordn torténd
kifejlodését erdsiti az a megfigyelés, hogy a coeliakia rizikdja csecsemOkben elséként kizarolag

y-gliadinnal reagdl6 antitestek mutathatok ki, majd a diagnozis idején megjelennek az a-
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gliadinokat is felismerni képes valtozatok, de minden egyes betegben a y-gliadin elleni antitest
valasz joval er6sebb, mint az a-gliadin elleni valasz.

A dezamidacio szerepét vizsgdlva megallapithatd, hogy a coeliakia rizikoval rendelkezd
csecsemokben a primer glutén expozicidra adott humoralis immunreakciéjuk soran a nem-
dezamidalt gliadin peptid elleni antitestek detektalhatok szignifikdnsan nagyobb mennyiségben
(a nem-dezamidalt és dezamidalt peptid felismerésben tapasztalt jelentds atfedés ellenére). Ez
a tendencia a prospektiv kovetés iddtartama alatt fennmarad mindazon gyermekek esetén, akik
nem lesznek coeliakiasok. A coeliakidssa valo gyermekeknél viszont a diagnozis idépontjaban
jelentésen megemelkedik a dezamidalt gliadin peptid elleni antitestek szintje és a mennyiségi
valtozas mellett az antitestek affinitasa is szignifikans érést mutat a dezamidalt gliadin epitopok
iranyaba, mely a szoveti transzglutaminaz (TG2) dezamidéaz aktivitasaban torténd, a betegség
A korai gliadin elleni immunvélasz kiilonlegessége, hogy a betegségre hajlamosito HLA-DQ
genotipusokkal nem rendelkezd csecsemok is képesek voltak az immun-dominédns epitopra
iranyulo, izotipus valtason atesett IgA és IgG antitestek termelésére. Ez arra utal, hogy a primer
glutén bevitel soran a coeliakiatol eltérd, tiinetmentes, nem patholdgias gliadin elleni
immunvalasz zajlik, mely egészséges személyekben valoszinilisithetden a megfeleld gliadin
elleni tolerancia kiépiilésének részét képezheti és nem tarsul TG2 elleni antitestek
megjelenésével. A korai immunvalasz soran éppen a legnagyobb genetikai rizikdval rendelkezd
HLA-DQ2.5 homozigéta egyének voltak a leggyengébb valaszaddk, a mérsékeltebb korai
immunvalasznak pedig szerepe lehet abban, hogy a megfeleld tolerancia nem tud kialakulni.
Ilyen esetben késébb egy koros, coeliakias immunitas fejlédhet ki. E megfigyeléseink
alatamasztasahoz a gliadin specifikus T-sejtek és az antigén prezentacid behatd vizsgalatara
lesz sziikség.

A gliadin elleni szérum antitestek dnmagukban nem kelléen specifikus diagnosztikus markerek.
Ezt j6] mutatja azon adat, hogy a gliadin elleni szérum antitest szintek alapjan nem kiilonithetdk
el a coeliakids €s a nem coeliakids egyének. Kizarolag 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 specificitasat is megvizsgaltuk.
Az eredményeink azt mutatjak, hogy az epitop 2 felszin a dominans, hiszen a betegek
mindegyikében tilnyomo tobbségben (83%) az epitop 2 elleni TG2-specifikus antitesteket

lehetett kimutatni.
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