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1. BEVEZETES
A coelidkia klinikai jellemz6i

A coelidkia szisztémas autoimmun betegség, melynek kivaltd faktorai a buza, a rozs és az arpa
fehérjéi. A genetikailag fogékony egyénekben ezen gluténnak nevezett fehérje frakcid kronikus
vékonybélgyulladast, bélboholy atrofiat és a 2-es tipusi transzglutaminaz enzim (TG2) elleni anti-

testek termelddését idézi eld.

Eurépéaban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban a betegség prevalenciaja 1%-ra teheté. A coeliakia
egy genetikailag meghatarozott betegség, nagyfoku csaladi halmozodassal. A betegséggel legszoro-
sabb kapcsolatot HLA allélek mutatnak, elsésorban a DQ2, kisebb mértékben a DQ8. A DQ2 és
DQ8 az egészséges populdcioban is altalanosan megtalalhatd, ami arra enged kovetkeztetni, hogy
ezen HLA genotipusok sziikségesek, de onmagukban nem elégségesek a betegség kialakulasahoz, és

mas gének is szerepet jatszanak a coelidkia patogenezisében.

A coeliakia klinikai megjelenési formai valtozatosak: gyermekek esetében hasmenés, puffadas, a
gyarapodas elmaradasa jellemzdek, mig a felndttek esetén leggyakrabban kronikus hasmenés figyel-
heté meg hasi fajdalommal, gyengeséggel és felszivodasi zavarokkal. A betegek egy része tiinet-
mentes (csendes coelidkia), de ezen esetekben is jelen lehet a bélben nyéalkahartya-karosodas, ami a
gluténmentes diéta bevezetésével visszafordithatd. A latens coelidkidssok normal bélboholy-
szerkezettel rendelkeznek, azonban a betegség el6rehaladtaval villus atrofia és kripta hiperplazia

alakulhat ki a vékonybélben.

A dermatitis herpetiformis a coelidkia legismertebb vékonybélen kiviili megjelenési formaéja,
papulovezikularis bérkarosodassal és transzglutaminaz 3 ellenes IgA tipust antitest-lerakodasokkal
a dermalis papillakban. Bizonyos neuroldgiai betegségek —pl. glutén ataxia-, illetve szamos mas
autoimmun betegség, mint pl. L. tipusu diabetes mellitus, autoimmun pajzsmirigy betegségek és
Sjogren szindroma szintén a coelidkia tarsuld jelenségei lehetnek. A tiinetek hidnya vagy atipikus
volta miatt a betegség sok esetben diagnosztizalatlan marad, ami Non-Hodgkin limfoma,

enteropatiaval tarsult T-sejtes limfoma és vékonybél adenocarcindma kialakulasahoz vezethet.

A coeliakia diagnosztikus kritériumait az Eurdpai Gyermek-Gasztroenterologiai, Hepatologiai és
Téplalkozastudomanyi Tarsasag (European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition, ESPGHAN) allapitotta meg 1970-ben, amely harom vékonybél biopsziat irt eld. 1990-ben
modositottak ezeket a kritériumokat; eszerint egy biopszia, és annak koéros eredménye esetén a

gluténmentes diétara torténd javulas elégséges a coelidkia diagnosztizalasahoz. A 2011-ben megfo-
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galmazott 4j ESPGHAN allasfoglalas szerint a vékonybél biopszia nem sziikséges olyan gyermekek
esetében, akik jellegzetes coeliakias tiinetekkel, magas TG2-, valamint endomysium-ellenes szérum
antitestekkel, illetve HLA DQ2-vel vagy DQ8-al rendelkeznek. A szeroldgiai vizsgalatok fontos
szerepet toltenek be a coelidkia diagnosztikdjaban; elsé vizsgalatként a TG2 ellenes IgA tipust
antitestek detektalasa javasolt. A rendelkezésre allo6 ELISA tesztek érzékenysége 97%, mig
specifitasa 90%, ha az antitesteket detektalo kit alapjaul human TG2 szolgal. Ennek ellenére sok
tanulmany fals negativ és fals pozitiv eredményekrél szamol be. A diagnosztikaban széleskoriien
hasznalt endomysium-ellenes IgA antitest (EMA) kimutatasi modszer, mely a coeliakias antitesteket
természetes TG2-t tartalmazd szovetmetszeteken mutatja ki, majdnem 100%-osan specifikusak a
coeliakia diagnozisaban. Az antitestek kimutatasat indirekt immunfluoreszcenciaval végzik, human
koldokzsinort hasznalva antigénként. Nemrégiben 0j, deamidalt gliadin peptidek ellen termel6d6tt

antitesteket kimutaté tesztet vezettek be, 94%-0s diagnosztikus hatasfokkal.

Mai tudasunk szerint a coelidkia egyetlen elfogadott terapias lehetsége a gluténmentes diéta, mely-
lyel az autoimmun reakci6 leallithatd, és amelyet a coelidkias betegeknek életiik végéig tartaniuk
kell. A szigoru gluténmentes diéta a buza, a rozs és az arpa teljes megvonasat jelenti az étrendbdl,
amely a betegek életmodjat és szocialis aktivitasat jelentdsen befolyasolhatja. Mindezek miatt egyre

nagyobb igény van alternativ terapias lehetéségekre.

Molekularis mechanizmusok a coelidkia patogenezisében

A coelidkia patogenezisében kornyezeti, genetikai és immunoldgiai tényezok is szerepet jatszanak.
A betegség kivalto oka a glutén, amely aktivalja az innate és az adaptiv immunrendszert, és igy
nyalkahartya karosodashoz és gliadin-, valamint TG2-ellenes antitestek termelddéséhez vezet.
Erdekes modon, ha a beteg nem fogyaszt glutént, a TG2-ellenes antitestek termelddése is megszii-

nik, bar maga a TG2 még mindig jelen van a szervezetben.

A lamina propriaba belép6 gliadin peptideket az antigénprezentalo sejtek feldolgozzak és HLA DQ2
és DQ8 molekulajukhoz kapcsoltan bemutatjak a glutén-specifikus CD4+ T sejteknek. A gliadin
peptidek glutamin oldallancait a TG2 deamidalja, ezek a deamidalt peptidek (DGP) erdsebben
kotddnek a HLA DQ2 vagy és DQ8 molekulakhoz, és erdteljesebb immunvalaszt valtanak ki. A
CD4+ sejtek proinflammatérikus citokineket termelnek, amelyek stimulaljak a fibroblasztok és
citotoxikus T sejtek matrix metalloproteinaz termelését. Ezen folyamatok végiil bélboholy atrofia-
hoz vezetnek. A glutén-specifikus CD4+ T sejtek aktivalodasa a glutén-specifikus B-sejtek klonalis

expanziojat és a glutén-specifikus antitest-termelés meginduldsat vonja maga utan, mig a TG2-
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specifikus B sejtek valosziniileg intermolekuléris segitséggel aktivalodnak ugyanazon T sejtek altal.

Azonban a TG2 ellenes antitestek termelddésének pontos folyamata még nem tisztazott.
Az autoantitestek patolégias hatasai

Szamos nemrégiben megjelent kozlemény eredményei tdmasztjak ald azt, hogy a vérben keringd és
a szovetekben lerakodott TG2-ellenes autoantitesteknek szerepiik lehet a coeliakia patogenezisében.
A coelidkias IgA antitestek gatoljak a bél epitél sejtjeinek differencidlodasat, ugyanakkor eldidézik
in vitro. Az autoantitestek aktivaljak a monocitakat a toll-like receptor 4-hez két6dve, indukaljak a
monocita-medialt citotoxicitast, igy kozvetve szdvetkarosodast okoznak. A coelidkia-specifikus IgA
antitestek gatoljak az érképz6dés kezdeti 1épéseit in vitro human koldokzsinor véna endotél sejtkul-
turakban (human umbilical vein endothelial cell, HUVEC), és novelik az erek atjarhatosagat a

makromolekulak és limfocitak szamara.

Mivel a TG2 fontos szerepet jatszik a coelidkia patogenezisében, és a TG2-ellenes antitestek az
antigénjiikhz kotddve megtalalhatok a bélben és mas szervekben is, fontos kérdés, hogy ezen
antitestek hogyan befolyasoljak az enzim aktivitasat. Az irodalomban ellentmondé adatok talalha-
tok; gatld, részlegesen gatlo és aktivald hatasa antitesteket is leirtak mar. Az eredmények az aktivi-
tasmérési reakciok kornyezetétdl és a hasznalt szubsztratok tulajdonsagaitol is jelentésen fiiggtek.
Korabbi vizsgalatainkban ugy talaltuk, hogy a coeliakias antitestek képesek kotddni a TG2-hoz

akkor is, ha az enzim az aktiv helyén egy inhibitor molekulat kot.

Transzglutaminaz 2

A TG2 az egész emberi testben eléforduld enzim, f6 biokémiai funkcidi: keresztkotések képzése a
fehérjékhez kotott y-glutamil és mas fehérjék lizin oldallancai ko6zott, amin inkorporacio,
deamidalas, guanin nukleotidok kotése és GTP hidrolizis (GTPéaz, G fehérje funkcid). Az enzim
Ca®* -dependens modon miikédik, intracellularis lokalizacioju, de megtalalhato a sejtmagban, illetve
a sejtfelszinen —fibronektinhez és integrinekhez kotve- is. Ezen sejtfelszini molekuléris interakciok
ban, az érképzédésben, a sejtek differencialodasaban, a fagocitozisban, illetve az extracellularis

matrix fehérjéinek 0sszeépiilésében és stabilizalasaban.
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A TG2 76-kDa nagysagu, 687 aminosavbol allo protein. Az enzimet strukturalisan 4 domén alkotja:
egy N-terminalis B-szendvics - fibronektin- és integrin-kotéhellyel —, egy katalitikus, core-domén —
a katalitikus triadot tartalmazza (Cys®”’, His**, Asp®® aminosavak), és két, C-termindlis B-hordé, a
masodikon talalhat6 a foszfolipaz C ko6tohely. Az enzimnek két kristalyositott formajat vizsgaltak,
az egyik GDP-kotott, és inaktiv, ,,zart” konformaciot mutat, a szubsztrattal analdg inhibitorral
GDP koétohely a katalitikus, core domén és az elsé B-hordo kozotti ,,hasadékban” talalhato, mig az
enzim hat Ca2+-k6t6helyét korabban munkacsoportunk azonositotta. Az S1 az ,.er6s” Ca2+-k6t6hely
(229-233. aminosavak), mig az S4 (151-158. aminosavak) és S5 (434-438. aminosavak) hely muta-

cioi befolyasoljak a coeliakias antitestek kotédését a TG2-hoz.

A transzglutaminaz 2 coelidkids epiopjainak térképezése

A TG2 epitopokat szamos munkacsoport vizsgalta, kiilonféle modszerekkel, de eddig sem egyedi
epitopot nem sikeriilt azonositani, sem az nem tisztazodott, hogy egy vagy tobb ilyen epitop létezik.
A leglényegesebb kovetkeztetések az alabbiak: (I) sem a C-, sem az N-terminalis része a molekula-
nak nem nélkiilozhetetlen az antitest-kotésben, de mindketté hianya esetén a coelidkias antitestek
nem tudnak kotédni a TG2-h6z; (1) a TG2 N-terminalis (IIT) és C-terminalis része is fontos lehet az
epitop felépitésében; (IV) a core domén szintén tartalmazhat egy epitopot; (V) a core domén felda-
rabolasa megsziinteti az antitest-kotddést, tehat ezen rész konformacidja fontos az epitop szempont-
jabol. Az adatok alapjan a szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az antitest-valasz egyénektol
fiiggben kiilonb6z6, a molekula killonféle helyei ellen iranyulhat. Egy masik tanulmanyban azt
talaltak, hogy a katalitikus tridd mutacidja a coeliakias antitestek kotédésének jelentés csokkenését
okozta. Tovabbi kotédési vizsgalatok torténtek fag-felszinen kifejezett rovid TG2 részekkel, de a
coeliakias betegekbél klonozott monoklonalis antitestek egyik ilyenhez sem kotédtek. fgy lehetsé-

ges, hogy az enzim konformacidja fontos a coelidkias epitop kialakitasaban.
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2. CELKITUZESEK

Célul tiiztiik ki a TG2 molekula coelidkias antitest-kotohelyének pontos meghatarozasat
molekularis modellezéssel és hely-specifikus mutaciokkal. Arra is kerestilk a valaszt,

hogy van-e coelidkia-specifikus kotéhely a TG2 enzim felszinén.

Céljaink kozott szerepelt kiilonboz6 betegesoportokbol, kiilonbozo életkort betegekbdl
szarmazo és a szovetekbdl izolalt antitestek kotGdési sajatsagainak Osszehasonlitasa, és

ennek alapjan a klinikai szempontbol 1ényeges, biologiailag aktiv antitestek azonositasa.

Tovabbi célunk volt annak megallapitasa, hogy az azonositott TG2 epitopok részt
vesznek-e a coelidkids antitestek bioldgiai hatasainak kialakitdasaban, mik a kotédés

kovetkezményei, illetve lehet-e kotddésiiket egy kotéhely-specifikus inhibitorral gatolni.

Vizsgalni kivantuk azt is, hogy lehetséges-e molekularis mimikri a TG2 és a gliadin

peptidek kozott, mely szerepet jatszhat a coelidkia patogenezisében.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegek

A TG2 epitop térképezéshez 216 nem kezelt és 22 kezelt, vékonybél szdvettani vizsgalattal igazolt
coeliakias (CD) betegb6l (11 honapostdl 78 évesig) szarmazd szérummintakat hasznaltunk. Ezek
koziil 11 CD betegnél az elsé jelentkezéskor a vékonybél boholyszerkezete megtartott volt (latens)
coeliakia, a jellegzetes boholyatrofia késobb alakult ki. Tovabbi 74 CD beteg (atlagéletkor 7 év,
1,6-t6l 39,7 év tartomanyban) €s 65 EMA negativ, ép vékonybél szerkezettel rendelkez6 nem
coeliakias kontroll személy (atlagéletkor 13 év, 11 honapostol 42,4 év tartomanyban) vett részt a

DGP peptid antitestek diagnosztikai meghatarozasaban.

Autoimmun szérumok

Rutin klinikai sz{irés soran 11 TG2 ellenes antitestet tartalmazo szérummintat talaltunk olyan nem
coeliakias, felndtt betegnél, akiknek mas diagnosztizalt betegségiik volt: szisztémas lupus
erythematosus (n=3), reumatoid arthritis (n=2) vagy Sjogren szindroma (n=6). Egy betegnek sem
volt coelidkiara utaldo gyomor-bél tiinete, szérum endomysium vagy deamidalt gliadin peptid ellenes
antiteste. A human rekombinans TG2-vel val6 reaktivitast két kiillonb6z6 rekombinans TG2 fehérjé-

vel is megerGsitettiik.

A rekombinans TG2 termeltetése és tisztitasa

PET-30 Ek/LIC vectorban 1év6 teljes hosszusagii human N-terminalison His-taggel ellatott TG2-t
(1-687 aminosav) Rosetta 2 E. coli sejtekben termeltettiik. A TG2 mutansokat a QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit segitségével allitottuk elé. A TG2 domén hidnyos mutansokat a rendelke-
zésiinkre 4116 pcDNS 3.1/myc-His emlds expresszids vektorbol torténé atklonozassal hoztuk létre,
amely a kovetkezé TG2 szerkezeti domén kombinaciokat tartalmazta: A/ I+II+III (1-584. amino-
sav), B/ I+I1+1V (1-471. és 585-687. aminosav), C/ II+I11+1V (139-687. aminosav), D/ I+I11+I1V
(1-138. és 472-687. aminosav) és E/His tag magaban az enzim szekvencia nélkiil. A mutansok
szekvenciajat DNS szekvenalassal ellendriztiik ABI PRIM® 3100-Avant Genetic Analyzer segitsé-

gével.

A Rosetta 2 sejteket vad tipusii és mutans TG2-t tartalmazo expresszios vektorokkal transzformaltuk

és 37°C-on LB folyadékban 0.6-0.8 OD600-ig novesztettiik. A sejteket 0.3 mM izopropil B-D-

6
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tiogalaktozid jelenlétében novesztettiik, majd begytijtottiik és lizis pufferben szuszpendaltuk. A lizist
és centrifugalast kovetden a feliilliszokat ProBond Ni-NTA gyantara vittiik fel és a gyartd utasitasai-
nak megfeleléen tisztitottuk. Az imidazolos eluciot kovetéen a fehérje frakciokat koncentraltuk és

tovabbi vizsgalatokhoz hasznaltuk.

Transzglutaminaz és GTP-az aktivitis mérése

A transzglutaminaz aktivitast mikrotiter plate-en 5-(biotinamido) pentilaminnak immobilizalt N,N-
dimetilkazeinbe vald beépiilésén alapuld modszerrel hataroztuk meg, mig a GTP-az aktivitast aktiv

szén modszerrel mértiik.

Molekularis modellezés

A teljes hosszisagn TG2 modellezéséhez a human TG2 (PDB kod: 1KV3) és TG3 (PDB kod: 1VI))
kristalyszerkezeteket hasznaltuk. A homolog modellt a Modeller program templat funkcidjat hasz-
nalva épitettiik fel. A grafikai analizis Silicon Graphics Fuel allomason tortént Sybyl programcso-

mag —Bagossi Péter segitségével- és VMD felhasznalasaval.

Anti-TG2 ELISA

Mikrotitral6 lemezre vajulatonként 100 pL 5mM CaCl,-t tartalmazé tris-pufferelt sdoldatban (Ca-
TBS, pH 7.4) 0,6 png TG2-t vittiink fel. Amikor a denaturalt TG2-t vizsgaltuk, a TBS-hez 8 M ureat
vagy 6 M Guanidin-HCI-t adtunk a TG2 kitapasztasa soran. Ez utan a lemezeket 3-szor mostuk
0,1 % (v/v) Tween 20-t és 10 mM EDTA tartalmt TBS-sel (TTBS+EDTA). Minden antitestet
TTBS+EDTA-ban higitottunk. A szérum mintakat, a betegek vékonybelébdl klonozott variabilis
egylancu antitesteket (ScFv) és a monoklonalis antitesteket (TG100, CUB7402, 895, 4G3; G92;
H23) egy oraig inkubaltuk a lemezen, szobahémérsékleten. Inkubalas utan a lemezeket mostuk és
tovabbi egy oraig inkubaltuk szobahémérsékleten tormaperoxidaz konjugalt, nydl anti-human IgA
vagy lgG antitestekkel vagy az ScFv C-terminalis végén 1évé SVS5 jelolést felismerd monoklonalis
antitesttel, amelyet peroxidaz konjugalt anti-egér IgG-vel torténd inkubalas kovetett. A szinreakciot
100 pL 3,3°,5,5° tetrametilbenzidin szubsztrat adasaval, majd 50 uL 1 N H,SO, hozzaadasaval

tortént leallitas utan 450 nm-en detektaltuk.
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esetében ¢és a tobbi antitest k6tédését 4 paraméteres illesztéssel szamoltuk ki tigy, hogy a vad tipusu

TG2 kotését 100 %-nak tekintettik.

Fibronektin-TG2 ELISA

Mikrotitrald lemezre 0,3 mg human fibronektint (FBN) tapasztottunk ki bikarbonat pufferben,
pH 9,6, egy oran at szobahémérsékleten. A lemezeket 0.8 pg TG2-vel inkubaltuk 5 mM CaCl, és
0,1% (v/v) Tween 20-at tartalmazd TBS-ben majd a folyamat innent6l megegyezik a fentiekben
leirtakkal.

Kompeticiés ELISA médszer

Mikrotitralo lemezre 100 uL 5mM CaCl,-t tartalmazo tris-pufferelt séoldatban (pH 7,4) 0.6 ug vad
tipusu TG2-t vittiink fel. Ezutan a véjulatokba M13 fag konjugalt ScFvs és novekvé mennyiségii
szoltbilis ScFvs keverékét adtuk és a kotddott fag-ScFvs-t peroxidaz konjugalt anti-M13 fag anti-
testtel detektaltuk. Mas kisérletekben a lyukakat coelidkids szérummal és névekvd mennyiségii
tisztitott total coelidkias IgG antitestekkel inkubaltuk és az IgA és IgG antitestek k6t6dését mértiik.
A kompeticiés ELISA-kat coeliakias szérumokkal is elvégeztiik, ugy hogy névekvé mennyiségl
(18 pg-ig) monoklonalis egér antitesteket (885, CUB7402 és H23) adtunk a well-ekbe és a kotddott
IgA-t mértiik.

IgG és IgA tisztitas

A kompeticios kisérletekhez az IgG antitesteket Protein G konjugalt Sepharose gyongyokkel, mig az
IgA antitesteket anti-human IgA (a-lanc specifikus)-agaroz segitségével tisztitottuk coelidkias és

egészséges kontroll szérummintakbol a gyartd leirasanak megfelelGen.

Immunfluoreszcencia

A betegek szoveteinek nem fixalt fagyasztott metszeteit fluoreszcein-izotiocianat-(FITC)-konjugalt

anti-human IgA vagy IgG antitestekkel inkubaltuk. Ezeket a festéseket kombinaltuk is anti-TG2
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monoklonalis antitest (CUB7402 és 885) jelolésekkel is. Masodik antitestként Alexa 594 konjugalt
anti-egér antitestet hasznaltunk. A metszeteken végzett kompeticios vizsgalatokban TG2 specifikus
monoklonalis antitestet adtunk a szovethez 30 percig foszfat pufferelt sooldatban (PBS) és ezt

kovetben az inkubacios oldatot Osszegyijtottiik és ELISA moédszerrel mértilk az IgA antitestek

IgA antitestek elici6ja szovetmetszetekr6l

A nem fixalt fagyasztott metszeteket kétszer mostuk PBS-el, majd elucios pufferrel (0,25%
kloracetat 0,2 M/L NaCl oldatban, pH 2,7) inkubaltuk 20 percig. Az eludtumot 1 M/L imidazollal

semlegesitettiik, majd 10K-os koncentratorcsével koncentraltuk, a puffert PBS-re cseréltiik.

Humaén koldokzsinor véna endotél sejtek (HUVEC) izolalasa és vizsgalata

A HUVEC sejtek izolalasa és tenyésztése standard technikakkal tortént. A HUVEC sejteket
Matrigel-el kevertiik ossze, majd 24 lyukd lemezen novesztettiik EGM1 teljes endotél tapfolyadék-
ban, amely 2% fotalis borjiszérumot tartalmazott 1 ug/well 885 monoklonalis antitetesttel kombi-
nalva, vagy a nélkiil. 4 ora elteltével 1 ug/well tisztitott coelidkias vagy kontroll IgA-t adtunk a
sejtekhez. Tovabbi 24 ora elteltével 10 felvételt készitettiink minden lyukrol, majd a képz&dott
endotél tubulusok hosszat Image J szoftverrel elemeztiik. Az eredmények értékelésénél az antitestek
nélkilli tubusok hosszanak geometriai atlagat tekintettiik referencianak, és ennek szazalékaban
abrazoltuk a tubulusok hosszanak medianjat 95% konfidencia intervallummal. Egyes vizsgalatokban
a HUVEC sejteket I-es tipusu kollagénre tettiik, a vizsgalt antitestekkel egyiitt, vagy nélkiiliik, és 24
oran at novesztettiik. A sejthosszakat az elobb leirt modon értékeltiik az Image J szoftverrel. Ezen

kisérleteket kollaboratorunk, Sergio Caja végezte Tamperében, Finnorszagban.

DGP-ELISA

A DGP-vel reagalo antitesteket Quanta Lite™ Celiac DGP Screen teszt kittel vizsgaltuk a gyart6
utasitasainak megfeleléen. A kit ELISA plate-re kitapasztott deamidalt gliadin peptideket tartalmaz,
illetve mind IgA, mind IgG tipusi human antitesteket felismerd tormaperoxidazzal (HRP) kapcsolt

konjugatumot. Ugyanezen plate-ket egér monoklonalis TG2-specifikus antitestekkel is reagaltattuk,
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melyeket HRP kapcsolt anti-egér antitestekkel ismertiink fel, majd a reakciot az Anti-TG2 ELISA
fejezetben leirt modon detektaltuk.

DGP ELISA-val végzett kompeticiés mérések

A monoklonalis TG2-specifikus antitesteket human rekombinans TG2 konstrukciok vagy coeliakias
nem, csak His-tag-et tartalmazé konstrukciot hasznaltuk negativ kontrollként. A vak OD450 értékét
tekintettilk 100% gatlasnak, mig a hozzaadott TG2 konstrukciok vagy coeliakias szérumok nélkiili
jelet 0% gatlasnak definialtuk.

Statisztikai analizis

Az ELISA eredményeket GraphPad Prism és STATISTICA szoftverrel elemeztilk. Az antitestek
mutans TG2-hoz valo kotddését ANOVA varianciaanalizissel és azt kovetd Dunnett Multiple, illetve
Tukey uto-teszttel vagy Kruskal-Wallis teszttel és Dunn Gsszehasonlito uto-teszttel végeztiik.
A p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

A transzglutaminaz 2 coelidkias epitépja(i) konforméicios(ak)

tan” helyezkednek el a TG2 molekulan, és az enzim szamos része részt vehet az epitop(ok) felépité-
sében. A coelidkias antitestek nem vagy nagyon rosszul kotédnek a TG2 enzimhez SDS
gélelektroforézist koveté Western blot vizsgalatokban, mely folyamatban a TG2 haromdimenzios
szerkezete sériil. Mivel az enzim ép konformacidja sziikséges az antitestek kotodéséhez, az epitopok

konformacios jellegiiek is lehetnek.

Annak megallapitasara, hogy a poliklonalis coelidkias szérum antitestek linearis vagy konformacios
epitop(ok)hoz kotédnek, a kotbdést kaotrop, az enzimet denaturald agensekkel (guanidin-hidroklorid
¢és urea), valamint CaCl,-al kezelt TG2 esetében vizsgaltuk ELISA moédszerrel. A coelidkias IgA
antitestek nem voltak képesek a denaturalt TG2-hoz kotédni, mig a linearis epitoppal rendelkezd
TG2 ellenes egér monoklonalis TG100 antitest kotddott ezen formaju antigénhez is. A CaCl, jelen-
létében kitapasztott TG2-hoz mindkét tipust antitest kotoédott. Az eredmény alapjan feltételezhetd,
hogy a coelidkias antitestek konformacios epitop(ok)hoz kotédnek, és nem linearis szekvenciakat

ismernek fel.

A coeliskias epitop all a TG2 Ca?*-kétéhelyeivel kapcsolatos

Korabbi munkénk soran a TG2 két, a core doménen lehelyezkedé Ca?"-kétShelyét azonositottuk,
amelyek részt vehetnek a coeliakias antitestek kotédésében: Site4 kotéhely (S4, 151-158. aminosa-
vak) és Site5 kotdhely (S5, 433-438. aminosavak). Az S4 hely a TG2 core doménjanak elsé alfa-
hélixén talalhatod, melyhez relative kozel helyezkedik el az S5 hely. A teljes S4 hely mutacidja
esetén a coeliakias antitestek kotédése 11,6+8,5%-ra csokkent, ha a kotddés mértéke a vad tipusu
(Wt) antigénhez 100%. Ezért ebben a régioban kerestiik a coelidkids epitop lehetséges ,,horgonyz6”
aminosavait. Jelen munka soran az alabbi aminosav-cseréket tartalmazé mutans TG2 fehérjéket
allitottuk el6: D151IN, E153Q, E154Q, E155Q. A coeliakias antitestek kotddési vizsgalata alapjan a
153-as glutaminsav cseréje okozott szignifikansan csokkent kotddést (p<0,0001; median 82,6% az

E153Q esetében).
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A core doménen Kkiviil elhelyezked6, az epitép felépitésében részt vevé molekula-részek azono-

sitasa

Mivel a 153-as glutamin cseréje nem sziintette meg az antitest-kotédést teljes mértékben, tovabb
kerestiik az epitdp felépitésében részt vevo lehetséges TG2-részeket. Olyan domén delécios mutan-
sokat készitettiink, ahol a TG2 egyes doménjei hianyoznak. Amikor ezen mutansokat ekvimolaris
mennyiségben alkalmaztuk a kotddési vizsgalatokban, mind az els6 domén (1-139. aminosav), mind
a II. domén (147-460. aminosav) fontosnak bizonyult a coelidkias antitestek kotésében (median
kotodés 6,7% a IL+IL+IV. domén jelenléte esetén, 14,4% kotodés az L+IIL+IV. domén esetében).
Az antitestek kot6dését a IV. domén (585-687. aminosav) hianya is befolyasolta bizonyos mérték-
ben (median 74,0% az L+IL+III. domén jelenléte esetén). Ezzel szemben a coelidkias antitestek

kotédését a I11. domén (472-584. aminosav) elvesztése nem befolyasolta (median 97,9%).

A transzglutamindz harom kiilonb6z6 doménjén elhelyezkedé ,,horgonyzo pontok” egy dssze-

tett epitopot alkotnak, melybdl kettd elegendé a coeliakias antitestek kotéséhez

A tovabbiakban molekularis modellezéssel vizsgaltuk, mely aminosavakkal képes a core doménen
elhelyezkedd 153-as glutamin konformacios és funkcionalis epitop vagy epitopok kialakitasara. A
egymashoz, illetve a core domén felszinéhez is. A 153-as glutaminsav kozel helyezkedik el a 19-es
arginin oldallanchoz (I. doménen, 12,9 A tavolsagban), illetve a 659-es metionin aminosavhoz a (IV.
doménen, 16,8 A tavolsagban). Ezen kiviill a két utobbi aminosav is kozel talalhaté egymashoz
(7,7 A), igy lehetéség adodik egy kozos konforméacios epitop képzésére. Igy ezen aminosavakat
cseréltiik szerinre egyszeres mutansokat (R=R19S; E=E153S; M=M659S), illetve ezek kombinacio-
jabol dupla mutansokat (RE, RM, EM) és egy tripla mutanst (REM) is készitve.

A rekombinans TG2-ket hisztidin-taggel kapcsolt formaban termeltettiik és nikkel-affinitis kroma-
tografiaval tisztitottuk. A fehérjéket SDS gélelektroforézissel és Western blottal, valamint funkcio-
nalis vizsgalatokkal ellendriztiik. A mutansok antitestkotd-képességét TG2 ellenes egér
monoklonalis antitestekkel vizsgaltuk (CUB7402, epitop: 447-478. aminosav; 895, epitop: 649-687.
aminosav; 4G3, epitop: 1-165. aminosav; G92, epitop: 1-14. aminosav és H23, epitop: 433-438.
aminosav). Az dsszes mutans képes volt a kiilonb6z6 kotohellyel rendelkez6 egér antitestek kotésé-

re.
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A muténsok egy része (ahol az S4 Ca ' kotohely is érintett) a vad tipust enzimhez képest csokkent,
de mérhetd transzglutaminaz aktivitdst mutatott: 21%-73% (EM és RM mutans), szemben a
katalitikus domént nem tartalmazo I-111-IV mutanssal, melynek egyaltalan nem volt aktivitdasa. Az R
mutans 30%-al magasabb aktivitas értéket mutatott, mint a vad tipust enzim. A mutansok GTPaz
vizsgalata soran az RM, EM és REM mutans aktivitasa magasabbnak bizonyult, mint a vad tipusu
enzimé. Az egyszeres mutansok és a kettés mutans RE csokkent GTPaz aktivitasa volt (24-50%).
Az aminosav cserék egyik mutans fibronektin-k6to képességét sem valtoztattak meg. Ezen eredmé-
nyek alapjan elmondhato, hogy a mutansok feltekeredett szerkezettel rendelkeznek, melyet az R és

RE mutans esetében direkt modon, CD spektroszkopiaval is igazoltunk.

Coelidkias autoantitestek mutans TG2-hoz vald kotédését 58 gyermek és 18 felnétt coeliakias
szérummintajaval vizsgaltuk. Az R, E és M egyszeres mutansokhoz a k6tddés csokkent volt (median
26,5% az R, 28,8% az E és 56,9% az M mutans esetén), mig a mutaciok kombinalasa aranyosan
még tovabb csokkentette a kotédést. Az EM mutans 21,7%, az RM 14,6%, mig az REM tripla
mutans 13,4% kotédést mutatott, ha a kotédés a vad TG2 enzimhez 100%. Erdekes médon a legna-
gyobb mértékben az RE mutans esetében csokkent a kotédés: median 6,6%, az alabbi tartomanyban:
1,1%-22,7% a coeliakias gyermekek esetében. A coelidkias felnttek mintai azonos kotédési minta-

zatot, de kicsivel magasabb kotédési értékeket adtak, mint a gyermekeké.

A vizsgalt szérum eredetli antitestek nagy része az azonositott epitophoz kot6dott, annak ellenére,
hogy ezen antitest-populacio poliklonalis. Annak a vizsgélatara, hogy termelddnek-e tovabbi, mas
kotohellyel rendelkez6 immunglobulin molekuldk, egylancu variabilis fragmenteket (ScFv) vizsgal-
tunk, melyeket olasz kollaboracios partneriink (Daniele Sblattero, Trieszti Egyetem, Trieszt, Olasz-
eléallitott teljes antitest konyvtarbol human TG2-vel szelektalt klonok; ezen kiviil
monospecifikusak, csak egy kétéhellyel rendelkeznek az enzim feliiletén, illetve a magyartol eltéré
coeliakias betegcsoportot alkotnak. 8 ScFv kotodési sajatossagait vizsgaltuk, és mindegyik esetben
jelent6sen csokkent kotodést tapasztaltunk, ha az RE, REM és D (L+IIL+IV. domént tartalmazza a
TG2-b6l) mutansokat alkalmaztuk antigénként (atlag 13,0% az RE, 14,0% az REM és 54% a D

mutéans esetén).

A Xlll-as faktor homolég mutinsok vizsgilata

Tovabbi vizsgalatok soran szerettiink volna egy olyan aminosavat azonositani, amelynek kulcssze-

repe van az antitestek kotésében. Ehhez a coelidkiaban nem antigén, a TG2-vel homolog véralvadasi
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faktort, a Xlll-as faktort (fXIII) hasznaltuk gy, hogy az azonositott epitdp elsédleges aminosav
szekvencidjat és szerkezetét Osszehasonlitottuk a két enzim esetében olyan eltéré aminosavat keres-
ve, amely felelds lehet a fXIII alacsony antigenitasaért. A TG2 esetében a 154-es glutaminsavat, mig
a fXIII esetében a homoldg 199-es lizint azonositottuk. Azért, hogy a fXIlI-al homolog struktarat
hozzunk létre a 154-es glutaminsavat lizinre cseréltiik (154K mutans), valamint ezen cserét kombi-
naltuk a masik két doménen levé aminosav cserékkel (E154K csere egyiitt az R19S és M659S

cserével: RKM mutans).

A mutansokat Western blottal ellendriztiik, illetve enzimatikus aktivitasaikat is mértiik. Mindkét
mutansnak csokkent, de mérhet§ transzglutaminaz aktivitasa volt, és mig a 154K mutins nem
mutatott GTPaz aktivitast, az RKM GTPaz aktivitisa 78% volt a vad TG2 enzimhez képest. Mind-
két mutans azonos mértékben kotddott a fibronektinhez, mint a vad TG2. Egy aminosav lizinre
cserélése (E154K) szignifikansan csokkentette a coelidkias szérum antitestek kotédését az anti-TG2
ELISA-ban (atlag 66,6% ko6tédés). A tripla mutans RKM hasonlé csokkent kotddést mutatott (atlag
22,1% kotédés), mint az REM mutans. A felnétt betegek antitestei ismét kiss€¢ magasabb kotddési

értéket mutattak a gyerekekéhez viszonyitva.

A coelidkia epitép hozzaférhetosége az extracellularis matrixban: a fibronektin-kotott TG2

mint in vitro modell

A coelidkias antitestek kotddését olyan rendszerben is vizsgaltuk, melyben a TG2 fibronektinhez
(FBN) kotott formaban van jelen. A sejtfelszinen a TG2 FBN-el és integrinekkel alkot komplexet,
igy a FBN-TG2 ELISA ezen koriilményeket kivanja modellezni. Ezen kiviil ez a mddszer csak a
FBN-kotott TG2-t hasznalja antigénként, igy ez egy tovabbi, ELISA plate-n torténé enzim-tisztitasi
Iépést jelent, valamint ezzel az eljarassal a milanyag lemezre kozvetleniil kitapasztott enzim esetle-
ges szerkezetvaltozasa is elkeriilhetd. A coelidkids szérum antitestek hasonld kotddési mintazatot
mutattak, mint a direkt plate-re kotott enzimek esetében. Az egyszeres mutans M-hez kissé csokkent
vagy kissé novekedett kotddési értékeket kaptunk (47,1%-140,8%, median 99,6%, ha a kotddés a
vad tipushoz 100%). Csokkent kotédést tapasztaltunk az E és EM mutédns esetében (median 69,9%
¢és 69,1%), mig a csokkenés akkor volt igazan nagymértékii, ha a mutans az R19S aminosav-cserét is
tartalmazta: 40,7% volt az egyszeres mutans R esetében, de 20% alatt volt az RE és REM mutan-

soknal.

Ezek alapjan valosziniisithetd, hogy a 659-es metionin egyediili mutdlasa nem valtoztatja meg a

coeliakias antitestek kotodését, és ezen ,horgonyzo pont” a C-terminalis (IV.) doménen nem elen-
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gedhetetleniil fontos az epitop felépitésében. fgy a coeliakias antitestek a TG2 katalitikusan aktiv
formajahoz is tudnak ké6t6édni, amikor az enzim a ,,nyitott” konformacioban talalhato és a IV. domén
— igy a 659-es metionin is- elmozdul az els§ két doménhez képest. A 19-es arginin és 153-as
glutaminsav egymashoz viszonyitott helyzete a TG2 ,nyitott” formaju kristalyszerkezetében (2Q3Z)

nem mutat valtozast a ,,csukott” formahoz (1KV3) képest.

Kiilonboz6 coelidkias betegek antitestei ugyanannak az epitépnak a részeit ismerik fel

A coeliakias betegekbdl klonozott monoklonalis ScFv-k két csoportba tartoznak: vannak, amelyek
felismerik az R mutanst, és vannak, amelyek nem. Azonban az Osszes ScFv csokkent kotodést
mutatott az E (153-as glutaminsav cseréje szerinre) és a 154K (154-es glutaminsav cseréje lizinre)
mutans esetében, amely felveti a kérdést, hogy ezen ScFv-k kiilonb6z6 epitopokat ismernek-e fel
vagy masféleképpen kotddnek ugyanahhoz az epitophoz. Kompeticios vizsgalatokban a plate-re
kikotott Wt TG2-hoz az alabbi antitest fragmenteket adtuk: faggal kapcsolt ScFv-t, amely felismerte
az R mutanst, illetve novekvd mennyiségii szolubilis ScFv-t, mindkét csoportbol. A vizsgalat soran a
ScFv-hez kapcsolt M 13 fagot ismertettiik fel specifikus antitesttel. A szolubilis, R mutanssal reagald
ScFv (4.1 klon) 76%-al gatolta a fag kapcsolt, R-t felismer6 ScFv kotédését, és az R mutanssal nem
reagald 3.7 klon szintén képes volt 40%-os kompeticiora. Az R mutanssal nem reagalo faggal kap-

csolt ScFv esetében 30%-os gatlast tapasztaltunk mindkét fajta szolubilis ScFv-el.

Tovabbi kompeticios vizsgalatokban coelidkias betegek allandé mennyiségili szérum IgA és novekvo
mennyiségl tisztitott IgG tipust antitesteit adtuk a lemezre kotott vad tipusu TG2 fehérjéhez, és a
kotddott [gA-t és IgG-t is detektaltuk parhuzamos well-ekben. A coeliakias szérum IgA és a tisztitott
coeliakias IgG1 reagalt az R mutanssal, mig a tisztitott coeliakias IgG2 nem reagalt. Mindkét tiszti-
tott coelidkias IgG kompeticiot mutatott a coelidkias IgA-val, mig az egészséges egyénbdl szarmazo

—kontroll- tisztitott IgG nem volt képes gatolni az coelidkias IgA kotodését.

Az azonositott epitép coeliakia specifikus

Tovabbi vizsgalatokban dsszehasonlitottuk a coelidkids szérum antitestek kotddési mintazatat egyéb
autoimmun betegégben szenveddk (SLE, Sjogren's szindroma, reumatoid artritis) TG2 ellenes
szérum IgA antitesteinek kotddésével. A nem coelidkids antitestek eltérd antitest-kotédési mintaza-
tot mutattak. Ezen kivill negativnak bizonyultak antigliadin antitest ELISA, illetve endomysium

antitest vizsgalatokban is, mely utobbi modszer szovetmetszeteken detektalja a coelidkia-specifikus

15



A coeliakias antitestek transzglutaminaz 2 epitopjainak szerkezeti vizsgalata és klinikai jelentésége

TG2 ellenes antitesteket. A latens coelidkias betegek mintainal azonban az aktiv coelidkiasok anti-
testeihez hasonldan cskkent kotédést tapasztaltunk az R és RE mutansokhoz, bar ezeknek a betegek
a mintavétel idején még nem volt a vékonybélben boholyatrofiaja. Ezen adatok alapjan elmondhato,
hogy a coelidkiaban specialisan iranyitott a TG2 elleni immunvalasz és a jellegzetes epitop k6t6dési

mintézat felhasznalhaté szelektiv diagnosztikus tesztek kifejlesztésére.

A Keringd és a coelidkias betegek szoveteihez in vivo kotddott antitestek epitépspecificitasa

azonos

A nagy aviditasu coeliakias antitestek a szovetekben lerakodhatnak, és a betegek egy kis részénél
nem jelennek meg a keringésben, Valdsziniileg ezeknek van jelentdsebb szerepiik a koros folyama-
tok elinditasaban, ezért fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy ezek is az altalunk azonositott TG2
epitophoz kotddnek-e. Szovetmetszetekrol kloracetattal leoldottuk a betegek IgA antitesteit, és
tovabbi tisztitds utan ELISA-ban vizsgaltuk azok epitopjait a fontosabb TG2 mutansokkal. Két,
szeropozitiv coelidkias anyatol szarmazo méhlepényt hasznaltunk, mindkettd nagy mennyiségben
tartalmazott TG2-hoz kotott anyai IgA antitesteket a decidudlis részekben, illetve a chorion bolyhok
feliiletén. Ezen kiviil az IgG tipusu anti-TG2 antitestek lerakodtak a kéldokzsindrban és megjelentek
az (jsziilott szérumaban. Az 0jsziildttek vérében 1évé 1gG, és a méhlepényrdl leoldott IgA antitestek

hasonlo epitdp specificitist mutattak, mint az anyai szérum antitestek.

A 153-as glutaminsavhoz kotédé monoklonalis antitestek megakadalyozzak a coeliakias anti-
testek kot6dését in vitro, leszoritjak azokat a betegek szoveteirél, illetve kivédik azok biologiai

hatasait

Vizsgalataink soran talaltunk egy olyan egérben termeltetett monoklonalis TG2 ellenes antitest klont
(MAD 885, Phadia, Uppsala, Svédorszag), amelynek kotodésében a 153-as glutaminsav, a coeliakis
epitop egy része jatszik szerepet. Ha a human vad tipusa TG2-t harom kiilonboz6 coelidkids szé-
rummintaval MAb 885 jelenlétében inkubaltuk, a poliklonalis IgA 6,9-10,1%-a tudott csak k6tédni.
Azonos mennyiségii, mas epitoppal rendelkez6 monoklonalis anti-TG2 antitestek (MAb TG100,
CUB7402 vagy H23) nem mutattak hasonl6 interferal6 hatast. Ezen kiviil hat coeliakias beteg IgA
kotddését a MAb 885 szelektiven megakadalyozta (maradék kotédés 14,8%, ha a MADb 885 nélkiili
kotddés 100%), mig hat, mas autoimmun betegségben szenvedd beteg nem coeliakias IgA antitestei

MAD 885 jelenlétében is kotodtek a vad tipust TG2-hoz (maradék kot6dés 82,8%).
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A tovabbiakban kompeticios kisérleteket végeztiink MAb 885-el és kontroll monoklonalis antites-
tekkel (MADbs) olyan coeliakias méhlepény metszeteken, amelyek lerakodott IgA antitesteket tartal-
maztak. A MAb 885 képes volt kotédni a szovetmetszetekre, és ezt a kotddés detektalhatd volt az
extracellularis TG2 mentén, ugyanekkor az eredetileg szovetekhez kotott IgA-t mar nem a szovete-
ken, hanem a pufferben lehetett detektalni. Izotipus kontroll antitesttel, mas epitop specifitasu
(CUB7402) monoklonalis anti-TG2 antitesttel, vagy csak pufferrel torténé inkubalas esetén az in

vivo kotédott TG2 ellenes IgA antitestek valtozatlanul a szovetekhez kotddve maradtak.

A MAb 885 TG2 enzimre gyakorolt biologiai hatasait is vizsgaltuk mikrotiter plate modszerrel.
Korabbi eredményeinkhez hasonloan a coeliakias antitestek ndvelték (150,4% aktivitas, ha a vad
TG2 antitest nélkiili aktivitasa 100%), mig a MAb CUB7402 és TG100 gatolta az enzim katalitikus
aktivitasat (5,6% és 21,6% aktivitas). A MAb 885 szignifikdnsan nem valtoztatta meg az enzim
aktivitasat (89,6%), ha azonos antitest koncentraciot hasznaltunk (5 pg/ml), mint a tobbi MAb
esetében.

A MAD 885 hatasat ezen kiviil angiogenezis vizsgalatokban is tanulmanyoztuk. Coelidkias betegek-
bodl, nem-coelidkias autoimmun betegekbdl szarmazd vagy egészséges kontroll szérummintakbol
tisztitott IgA frakciokat adtunk a matrigel-en névesztett HUVEC sejtekhez MADb 885 jelenlétében
vagy a nélkiil. Az autoimmun betegekbdl szarmazo, nem coelidkias anti-TG2 antitestek, valamint a
TG2 ellenes antitesteket nem tartalmazo kontroll IgA-k csupan kis mértékben, nem specifikusan
csokkentették az endotél tubulus képzdodést (median 83,1% ¢és 81,3%, ha az antitestek nélkiili
tubulus hossz 100%). Azonban a coelidkias IgA antitestek szignifikansan csokkentették a tubulusok
hosszat (median 43,7%, p<0,001 az autoimmun betegekhez képest) és szamat. Ezt a hatasukat a
MAD 885 megakadalyozta: statisztikailag nem volt kiilonbség a tubulusok hossza kozott egészséges

kontroll IgA-k jelenlétében, illetve ha a coeliakias IgA-kat egyiitt alkalmaztuk a MAb 885-el.

Szerkezeti hasonlosag az azonositott TG2 epitop és a HLA-DQ-dokkolt gliadin peptid kozott

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a coelidkias antitestek nagy része egy specifikus epitophoz
kotodik, igy felvetddik a kérdés, mindez hogyan segiti a betegség patogenezisének feltarasat. A
coelidkia kivalto faktora a gliadin, amely aktivalja a beteg immunrendszerét, és antitest-termelést
eredményez egy sajat fehérje, a TG2 ellen. gy azt szerettiik volna vizsgalni, van-e szerkezeti hason-
16sag a gliadin és a TG2 kozott. Habar oldatban a gliadin peptidek rendezetlen szerkezettel rendel-
keznek, egy immunogén gliadin peptid (LQPFPQPELPY) kristalyszerkezete ismert olyan formaban,
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amint a gliadin a HLA-DQ2 antigénkoté zsebébe dokkolt (pdb: 1S9V). Ebben a komplexben a
gliadin peptid 6-o0s glutamin (GIn6), 8-as glutaminsav (Glu8) és 9-es leucin aminosavai lépnek
kolesonhatasba a HLA-DQ2 antigénkoté zsebének aminosavaival. A Gln6 és Glu8 oldallancainak
szénatomjai kozotti tavolsag (9,84 A), illetve azok térbeli elrendezédése hasonlé a TG2 coelidkias
epitopjanak felépitésében szerepet jatszo Glul53 és Glul54 oldalldncainak tavolsagahoz (9,36 A) és
elhelyezkedéséhez. Ugyanigy a Glu8 és Leu9 kozotti tavolsag a gliadin peptid esetében hasonld a
TG2 Glul54 és Val431 aminosavak kozott levokkel. Ha a két molekula szerkezetét egymasra vetit-

juik, ezen oldallancok helyzete atfedést mutat.

A DGP antigén vizsgalata nem coelidkias monoklonalis TG2-specifikus antitestekkel

A TG2- és gliadin-epitopok kozotti lehetséges hasonlosag tovabbi vizsgalatara 74 EMA-pozitiv nem
kezelt ceoliakias beteg szérummintajat analizaltuk Celikey (Phadia, Freiburg, Germany; TG2 ellenes
antitesteket detektal) és a Celiac DGP Screen (Inova Diagnostics, San Diego, CA; deamidalt gliadin
peptideket (DGP) hasznal antigénként) tesztekkel. Minden vizsgalt minta pozitiv volt mind TG2 és

DGP ellenes antitestekre is.

Ez utan azt vizsgaltuk, hogy a DGP teszt egyes antigénjei mutatnak-e hasonlosagot a TG2-vel, és
igy felismertethetk-e mas, nem coeliakias TG2-specifikus antitestekkel. 13 kiilonboz6 egér
monoklonalis TG2 ellenes antitestet teszteltiink, amelyeknek —korabbi mérések alapjan- kiilonb6z6
kotbhelyei vannak a TG2 kiilonb6z6 doménjein. A DGP tesztben torténd alkalmazas soran harom
antitest felismerte a DGP antigént. A MAb1-nek linedris két6helye van a TG2 core doménjén, mig a
MADb2 (637-648. aminosavak) és MAb3 (649-687. aminosavak) epitopjai a C-terminalis doménen
talalhatok. Mivel a harom keresztreagalo monoklonalis antitest kiilonb6z6 kotShellyel rendelkezik a

TG2-n, ez arra utal, hogy a DGP-n tobb olyan epitdp van, amely hasonlit a TG2-re.

A TG2 és a DGP kozott kompeticié vizsgalata az antitest-kotés szempontjabol

A tovabbiakban arra kerestilk a valaszt, hogy a harom TG2 ellenes MAb kétddése specifikus-e a
DGP-hez, illetve lehet-¢ ezt a kotddést a TG2-vel, vagy annak fragmentjeivel gatolni. Szolubilis
teljes hossza rekombinans TG2 jelenlétében a MAbl, MAb2 és MAb3 DGP-hez kotddése teljes
mértékben gatolhatd volt, és a gatlas dozisfiggd modon tortént. Az iires His-konstrukcié és a
monoklonalis antitestek kotohelyeit nem tartalmazé delécios domén-mutans TG2 konstrukciok nem

gatoltdk a kotddést, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a kotédés specifikus volt arra a TG2
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szekvenciara, amelyhez az antitestek kotddnek. A coelidkias szérum antitestek DGP-hez torténd
kotddését sem a teljes hosszil rekombinans TG2, sem a MAb-ek nem tudtak gatolni, amely arra utal,
hogy vannak olyan coeliakias IgA klonok, amelyek a TG2-t8l eltéré6 DGP epitopokat ismernek fel,

igy a coelidkia patogenezise bonyolultabb, mint egy egyszer(i molekularis mimikri.
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5. MEGBESZELES

A TG2 enzim a coelidkia f6 autoantigénje, fontos szerepet tolt be a coeliakia patogenezisében: a
gliadin peptidek deamidalasaval erGsiti az immunvalaszt. Egyre tobb tudomanyos vizsgalat
bizonyitja, hogy az autoantitesteknek lehet patogenetikai szerepe. A coelidkias betegek IgA
antitestei novelik a TG2 transzamidalé aktivitasat, befolyasoljak az epithél sejtek transzportjat,
gatoljak az angiogenezist, a fibroblasztokban morfologiai valtozasokat idéznek eld, és befolyasoljak
azok sejtciklusat in vitro. A f6 coelidkias epitOp azonositdsa utat nyit egy olyan specifikus
kompetitor antitest eldallitasahoz, mellyel ezen folyamatok tovabb vizsgalhatok, illetve az is, hogy

az emlitett karos folyamatok gatolhatok-e, és igy lehet-e terapias felhasznalasi jelentGségiik.

Jelen tanulmanyban négy olyan aminosavat azonositottunk, melyek egyiitt egy konformacios o
coeliakias epitopot alkotnak, mely 3 domén egymashoz kozeli részeibdl jon létre. Az epitdp
legfontosabb része a 153-as glutaminsav, valamint a mellette 1év6 felszin a 154-es glutaminsavval,
(az enzim core (II.) domén els6 a—hélixének csticsat alkotja). Ez 1éphet kooperacioba a B—szendvics
(I.) domén elsé a—hélixén elhelyezkedd 19-es argininnal. Az argininek gyakran vesznek részt
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitdsaban és a két ellentétes toltésti aminosav a TG2 molekula
olyan részén talalhatd, mely egy antitest dokkolasa esetén nagy valtozast okoz az olddszerrel
érintkez felszinben. Ez az energetikailag kedvezd kotddés egyik fontos feltétele. Az epitop
felépitésében részt vehet a 659-es metionin is, amely a masodik f-hord6 (IV.) doménen helyezkedik
el. Ezen analizis alapjan mutans TG2 molekulakat allitottunk el6, és kiilonboz6 coeliakias antitestek
kotddését vizsgaltuk a konstrukciokhoz. Mind az IgA tipusi, mind a betegekbdl klonozott
monoklonalis coelidkids antitestek kotddése szignifikansan csokkent az RE muténs esetében, mig
tovabbi aminosav-csere (harmas mutans) nem csokkentette tovabb a kotddés mértékét. Ez arra utal,
hogy az elobb emlitett két aminosav cseréje elegendé az antitest-kotés megsziintetéséhez.
Hasonloképpen, ha a TG2-t FBN-kotott formaban alkalmaztuk, a 659-es metionin mutacidja nem
aminosavak (mindkét B-hordd) 120 A-el elmozdulnak, mig az Argl9 és Glul53 egymashoz
viszonyitott helyzete nem valtozik a folyamat soran. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az
azonositott epitép fliggetlen az aktivacid soran bekovetkezd konformacios valtozastol. A
kovetkeztetést tamogatja az a megfigyelés is, hogy a coelidkias antitestek képesek kétédni az enzim

Ca?*-kotott, Ca?*-nélkiili, és inhibitor-kotott formajahoz is; utobbi a nyitott szerkezetet reprezentalja.
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Tehat eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a Glul53 és Argl9 elegend6 a coelidkias epitop
meghatarozasahoz, azonban csak a Glul53 bizonyult elengedhetetlennek az antitestk6tés
szempontjabol. Néhany coeliakias IgA és a monoklonalis scFv-k egy része felismerte az R mutanst.
Ez 6sszhangban all korabbi epitop térképezési eredményekkel, miszerint normal kotédés figyelhetd
meg, ha a TG2 N- vagy C-terminalis része hianyzik, de nem j6n létre a kotédés mindkét rész, vagy a
core domén hianya esetén. A domén deléciés mutansokkal végzett mérések szintén alatamasztottak
a core domén fontos szerepét: a delécios mutans, amely nem tartalmazza a core domént (de mind az
N-, mind a C-terminalis doméneket igen), nem bizonyult j6 antigénnek a coelidkias antitestek

szamara. Igy tehat a core doménen levé Glul53 alapvetd a coeliakias antitestek kotésében.

cserék, aktivitasmérést végeztiink. Az R mutans transzglutaminaz aktivitasa 30%-al magasabbnak
bizonyult a vad tipushoz képest, amely arra utal, hogy a fehérje megfelelden feltekeredett térbeli
szerkezettel rendelkezik. Hasonlo megemelkedett keresztkotd aktivitast irtak le a XIII-as faktor
esetében, a Val34Leu SNP esetében. A tovabbi mutansok aktivitasa kiilonbozé mértékben csokkent,
egyes mutaciok (E és 154K mutaciok) az enzim egyik Ca®-kotd helyén vannak, amely
megmagyarazhatja a csokkent aktivitast. Hairom mutans (RM, EM és REM) nagyobb mértékben
hidrolizalta a GTP-t, mint a vad tipus. Korabbi irodalmi adatok szerint a molekula utolsé 52
aminosavanak eltavolitasa a TG2 C-terminalisarol megnoveli az enzim GTPaz aktivitasat. A
fokozott GTP-az aktivitdst mutaté mutansok mind tartalmazzak a Met659Ser aminosav-cserét az
enzim IV. doménjén, igy lehetséges, hogy hasonlé okok miatt tapasztaltunk megnovekedett GTPaz
aktivitast. Az Gsszes mutans FBN-kotd kapacitisa azonos volt a vad tipusu enzimével, valamint a
legfontosabb mutansok CD spektruma sem mutatott jelentGsebb szerkezetbeli valtozast. Igy

feltételezhetjiik, hogy a mutansok feltekeredett szerkezettel rendelkeznek.

Tekintettel arra, hogy a coelidkia antitestek kotddését a TG2 molekula kiilonboz6 részeit érintd
modositasok befolyasoltak, kérdés, hogy kotddésben részt vevé aminosavak alkothatnak-e egy
kozos epitopot, vagy ezen aminosavak kiilon epitopokat képviselnek. Ahogy mar korabban emlitésre
keriilt, az azonositott aminosavak kozill a core doménen taldlhatdé Glul53 bizonyult a
legfontosabbnak, mind a poliklonalis, mind a monoklonalis coelidkids antitestek esetében. A
coeliakias betegekbdl klonozott scFv-k bizonyos variabilitdst mutattak az R mutanshoz vald
kotddésben, és igy két csoportra oszthatok: R-el reagalo, illetve R-el nem reagald antitestek. Ezen
antitestek eredményesen kompeticidba hozhatok mind az azonos, mind a masik csoportba tartozo
antitestekkel, amely azt mutatja, hogy egy ko6zos epitophoz kotddnek. Hasonldo kompeticios

vizsgalatok coelidkis IgA ¢és IgG antitestekkel szintén alatdmasztjak ezen megfigyelést.
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A rekombinans human TG2-t széleskorlien hasznaljak a coelidkia diagnosztikdjaban a klinikai
ELISA Kit-ekben jo szenzitivitassal és specificitassal. Azonban szamos tanulmanyban fals pozitiv
anti-TG2 IgA eredményrél szamolnak be IgA endomysium pozitivitas nélkiil, illetve fals negativ
eredményekrol pozitiv IgA endomysium kotddéssel. A fals pozitiv eredmények relativ gyakoriak a
klinikai gyakorlatban, és ez megneheziti azt a torekvést, hogy kizardlag a TG2 antitesteket
hasznaljak a betegség diagnosztizalasara. Mas autoimmun betegségben szenvedd egyének, tumoros
betegek, sziv- és majbetegek, neurologiai betegségekben szenvedok, illetve pikkelysomoros betegek
esetében is megfigyelheté kis mennyiségli TG2 ellenes antitest termelése. Ez azzal magyarazhato,
hogy a szovetekben relativ nagy mennyiségii TG2 talalhatd intracellularisan, amely a sejtek

karosodasa soran felszabadul, és a coeliakatol fiiggetlen modon antitest-termelést indukalhat.

Vizsgalatainkhoz mas autoimmun betegségben szenvedd (szisztémas lupus erythematosus,
rheumatiod arthritis, Sjogren’s szindroma), nem-coelidkids betegek szérummintait hasznaltuk,
melyek anti-TG2 antitest pozitivitdst mutattak, azonban az endomysium antitest vizsgalatban és
DGP ELISA-ban negativnak bizonyultak. Ezzel parhuzamosan, teljesen eltéré kotédési mintazatot
mutattak a TG2 mutansokhoz, mint a coelidkias antitestek, és a kotédésik nem volt gatolhato a
coeliakias epitopra specifikus monoklonalis antitesttel (MAb 885). Ez a megfigyelés lehetévé teszi
olyan 0} diagnosztikai kit tervezését, amely intakt epitoppal rendelkez$ vad TG2-t és egy modositott
coeliakia epitopot tartalmazo teszt TG2-t tartalmaz. Mivel a coeliakias antitestek nem, vagy csak kis
mértékben képesek a teszt molekulahoz k6tddni, a kot6dési kiilonbség alapjan azonosithatoak a
valdban coeliakias antitestek. A klinikumban is hasznalhato kit alapjaul szamos platform szolgalhat,

pl. ELISA, radioimmunoassay, immunprecipitacié vagy jel6lés nélkiili technikak, mint BIACORE.

Az epitop-specifikus ELISA hasznalata segithet a klinikai tiinetek megjelenése el6tt diagnosztizalni
a betegséget (latens betegek), mivel ezen betegek is azonos epitdpspecifitasi antitestekkel
rendelkeznek, mint az ,aktiv”’ betegek. A latens coelidkidsokat gyakran ,,potencialis”
coelidkiasoknak is nevezik, mivel a betegek csak évek mulva mutatnak villus atrofiat és kripta
hyperplasiat, mig ekozben egyéb szerveik sulyosan karosodhatnak (glutén ataxia, kardiomiopatia,
diabetes mellitus, hypothyreozis 1éphet fel). Ezért a latens fazisban 1évé coelidkias betegek

diagnozisa egyre fontosabbnak latszik a kapcsolodo betegségek elkeriilése érdekében.

A tény, hogy egy betegség-specifikus epitop van, modosithatja nézeteinket a coelidkia
patogenezisével kapcsolatban. Erdekes modon az epitop specificitasa nem valtozik még tobb évtized
alatt sem a felnétt coelidkidsok esetében, habar az epitdp ,szétterjedése” (spreading) jellemzd tobb

autoimmun betegségre is. Ebben a tekintetben, a coeliakias antitestek sajatsagos jellemzdit mar mas
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munkacsoportok is azonositottak: az Osszes coelidkias antitest a VHs géneket hasznalja, és a
szomatikus hipermutacié mértéke nagyon alacsony ezen antitestek esetében. Vizsgalataink soran mi
is megfigyeltiik az epitop-felismerd mintazat allandosagat a diétat nem tartd betegek hosszi tava
vizsgalataval. Eredményeink Osszességiikben azt jelzik, hogy a gliadin peptidek specifikus reakciot
inditanak el a TG2 meghatarozott felszini epitdpja iranyaban. Epitop modellezési, illetve DGP-vel és
monoklonalis TG2 ellenes antitestekkel végzett vizsgalataink azt mutattak, hogy bizonyos peptidek
bemutatasaban a molekularis mimikri is szerepet jatszhat. Ez lehet a betegség egyik elinditd
folyamata, ami nem zarja ki a ,hapten-hordozo” (carrier) modellt, sokkal inkabb kiegésziti azt.
Valdjaban eredményeink azt mutatjak, hogy a coelidkias szérummintdk szamos DGP elleni IgA

klont tartalmaznak, tobbek kozott olyanokat is, amelyek nem 1épnek keresztreakcioba a TG2-vel.

A coeliakia egész életen 4t tarté glutén intolerancia, és kezelés hidnyaban megnovekedett morbiditas
és mortalitas jellemz0 a betegekre. Valojaban a szigort gluténmentes diéta betartasa bonyolult és igy
tovabbi kezelési lehetségek is sziikségesek lennének a diéta megszegésének esetére. A coelidkias
antitestek kozOs epitopja lehetdséget kinal az antitest-interferencia hasznalatara, adjuvans
terapiasmodozatként. Kisérleteink soran a szovetekre rakodott coelidkias antitesteket le tudtuk
szoritani egy olyan monoklonalis antitesttel, amelynek részlegesen azonos epitopja van, mint a f6
coelidkias antitestk6td-hely. Tovabba ezen monoklondlis antitest sejtkulturakban nem okoz a
coeliakias antitestekhez hasonlo patologias hatasokat, sot a coeliakias antitesthatasok kivédhetok az
emlitett antitesttel. A monoklonalis antitest-terapia — egy kulcsfontossagi citokinnel, novekedési
faktorral vagy sejtreceptorral interferald antitest bejuttatisa a beteg szervezetébe - manapsag
elterjedten hasznalt terdpids stratégia a kronikus gyulladdsos, immunologiai (reumatoid artritis,
Crohn betegség) és rosszindulati daganatos betegségek gyogyitasaban. Eredményeink kezdeti alapot

nyujtanak hasonl6 terapias lehetdség vizsgalatara a coelidkiaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A coeliakia a vékonybél leggyakoribb kronikus autoimmun betegsége, amely a klinikailag fogékony
egyénekben valtozatos moédon manifesztalodhat. A betegség folyaman autoantitestek termelddnek a
transzglutaminaz 2 (TG2) enzim ellen.

Munkank soran azonositottuk a TG2 f6 coelidkids epitopjat, amely konformaciods, és az enzim
harom kiilonb6z6 doménjén, térben egymashoz kozel elhelyezkedd felszini aminosavai alkotjak. Az
epitop kapcsolatban all az enzim Ca?'-k6té helyeivel, de maga a Ca®" ion nem része az epitopnak. A
core doménen talalhaté Glul53 és az N-terminalis doménen elhelyezkedd Argl9 hatirozzak meg
ra. Az C-terminalis doménen lokalizalodd Met659 és Glul54 szintén részt vehet az antitest-
kotésben. Az epitop fontosnak bizonyult attol fiiggetleniil, milyen kornyezetben jon létre az antigén-
antitest kotodés: az enzim szilard fazishoz kotott, liquid fazisban talalhaté vagy fibronektinhez
kapcsolt. Az altalunk vizsgalt szérum eredetii poliklonalis, vékonybél biopsziabol klonozott
monoklonalis, szovetekhez kotott és anyabol magzatba atjutd coelidkias antitestek esetében is ez az
epitdp volt meghatdrozd. A betegekbdl klonozott egylanct variabilis antitest fragmentek
kompeticios vizsgalataval igazoltuk, hogy a fenti aminosavak egy kozos epitopot alkotnak. Kiilon-
b6z6 mas autoimmun betegségekben (szisztémas lupus erythematosus, Sjogren szindroma,
rheumatoid arthritis) szenved6 nem coelidkias betegek antitestei eltéré kotédési mintazatot mutattak
a megvaltoztatott kotohelyli mutans enzimekhez, mint a coelidkias antitestek, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy az epitop betegség-specifikus. Ezen kiviil bizonyitottuk, hogy ugyanerre az
epitopra kotddnek a betegség kezdetekor a latens fazisban 1évo betegek antitestei is. Az epitdp egyik
részéhez kotédé TG2-specifikus egér monoklonalis antitestek képesek leszoritani a szovetekben
megkotddott coelidkias antitesteket in vitro koriilmények kozott, ugyanakkor a TG2 transzamidald
aktivitasat nem befolyasoljak. Sejtkultirakban végzett vizsgalatok alapjan az is elmondhat6, hogy
ezen monoklonalis antitesteknek nincs a coelidkids antitestekhez hasonld karos hatdsa, igy ezen
antitestek, mint specifikus kompetitorok terapias alkalmazasa is felmeril.

Vizsgalataink soran lehetséges szerkezeti homologiat talaltunk a TG2 enzim és a deamidalt gliadin
peptidek (DGP) kozott, valamint TG2-specifikus monoklonalis antitestek képesek a DGP felismeré-
sére is. Azonban kompeticios mérések alapjan megallapithato, hogy a coeliakias antitestek a TG2-t6]

eltéré DGP epitopokat is felismernek.
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