Zaro6 kutatoi jelentés a ""Trombotikus mikroangiopatiak etiopatogenezisének vizsgalata''
¢. OTKA palyazatrol (K100687, 2012-2015), vezeto kutaté: Prohaszka Zoltan

Vizsgalatunk f6 célkitiizése a trombotikus mikroangiopatidk etiopatogenezisének
tanulmanyozdsa volt, azon beliil is az autoimmun folyamatok jellemzdinek €s kialakulasuk
okainak leirdsa. Célul tiiztiik ki tovabba olyan genetikai €s molekuldris mechanizmusok
feltardsat is, amelyek az etiopatogenezis eddig fel nem tart részleteit vilagithatjak meg, pl. 4j
genetikai prediszpondld tényezOk feltardsa, funkciondlis jellemzése, illetve a patogenezis
molekuléris eseményeinek vizsgélata. Kutatdsunk human klinikai, megfigyeléses
vizsgalatokat, ex vivo analizist tartalmazott, melyeket érvényes ETT TUKEB etikai engedély
birtokdban hajtottunk végre. Vizsgédlatainkba 75 aHUS, 70 TTP-s és 430 egészséges kontroll
személyt vontunk be. A kisérletek kivitelezése a kutatdsi tervben és a munkatervben rogzitett
célok szerint keriilt kivitelezésre, két kivétellel (ADAMTS13 epitépanalazishez hasznalt
stratégiat megvaltoztattuk, mert a kutatasi periddus elején egy japan kutatécsoport az altalunk
is alkalmazni kivéant stratégidval nyert eredményeket kozolt; ill. a megbizhat6 tisztasagu target
autoantigének hidnya miatt az 4j autoimmun mechanizmusok feltardsa helyett 4j biomarkerek
és diagnosztikai markerek felismerését tiiztiik ki), amelyeket a részjelentésekben elozetesen
jeleztiink, és ezeket a birdlok nyugtaztak is.

A kisérletek kivitelezése alapvetden a palydzatban eredetileg tervezett kutatétarsak
segitségével tortént, TDK hallgatok, PhD hallgatok és posztdoktor munkatédrsak részvételével.
A palyazat kiemelt eredményének tartom, hogy a timogatas révén megvaldsitott kutatas
eredményeire alapozva Szarvas Nora (korabbi nevén Kiss Nora) PhD fokozatot szerzett 2016-
ban (22), Dr. Mikes Bélint és Sinkovits Gyorgy 1ényegében teljesitette a PhD
fokozatszerzéshez kitlizott kisérletes/publikdcios célokat (fokozatszerzésiik 2016-ban és 2017-
ben vérhat6), és Trojnar Eszter munkdja megalapozza felvételét a Semmelweis Egyetem
Doktori Iskoldjaba. A 4 fiatal munkatars tobb hazai és nemzetkozi konferencian is bemutatta
eredményeit, melyekre szintén az OTKA tdmogatés adott lehetdséget.

A kutatds megvaldsitasdba a tervezetteknek megfelelden tobb hazai (Dr. J6zsi Mihdly
Lendiilet Kutatécsoportja, Dr. Papp Krisztidn, ELTE Immunolégia Tanszék, Dr Uray Katalin,
ELTE Szerveskémia Tanszék, szamos tovabbi hazai klinikai partner) és kiilfoldi (Sakari
Jokiranta, Helsinki, és Marie-Agnés Dragon-Durey, Parizs, Pilar Nozal Madrid, szdmos
tovabbi kiilfoldi klinikai partner) kollaboracids partner keriilt bevondésra.

Részletes eredmények

1. célkitiizés: Az anti-HF autoantitestek keletkezésének és jellemzoinek vizsgdlata.

Elséként az anti-HF autoantitestek eléforduldsat és epitdp specificitasat vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy kb. a nemzetkdzi irodalomban leirt ardnyban fordul el6 anti-HF
autoantitest a vizsgalatunkba bevont aHUS betegek korében is (8/75, 11%), mig egészséges
kontrollok korében nem észleltiink valds pozitiv, magas titeri anti-HF autoantitestet. Ez az
adat megfelel az id6kozben Hofer €s munkatarsai altal k6zolt Németorszagi adatoknak is
(Hofer J, 2012 Dec, CJASN), a szerzOk 118 egészséges vizsgalata sordn nem taladltak anti-HF
autoantitesteket. Az anti-HF autoantitestek lineéris B-sejt epitdpjait atlapold szintetikus
peptidsorozat segitségével térképeztiik, melyrdl Trojnar Eszter elébb TDK, majd nemzetkozi
konferencidn be is szamolt (7, 18). Az anti-HF epitopanalizis eredményeit bemutat6 elso cikk
2015-ben megjelent (15), a megfigyelés 1ényege az, hogy a HF {6 autoantitest epitopja és a
CFHRI1 fehérje homoldg régidja kozott strukturdlis kiilonbség van, ami részben magyarazatot
adhat a CFHRI deléci6 és az anti-HF antitestek kialakuldsa ko6zotti szoros kapcsolatra. Az



anti-HF autoantitestek epitopanalizisét bemutat6 tovabbi kézirat 2016-ban szerkesztés alatt
all.

A patogén baktériumtorzsek és az anti-HF autoantitestek keletkezése kozotti kapcsolatot két
megkozelitésben is vizsgéltuk. Trojnar Eszter 2015-ben mutatta be CFH és CFHR
baktériumkotddéssel kapcsolatos eredményeit (19), valamint az anti-bakteridlis antitestek
meghatdrozasa is megtortént chip-re nyomtatott antigének nagyfelbontdsi analizisével
(kollaborécié Dr. Papp Krisztidnnal). Tekintettel arra, hogy a chip-ekre tobb tucat kérokozo
(és kontroll) antigénjei keriiltek felnyomtatasra, és mind IgG és IgM izotipusu antitestek
kotodése detektdldsra keriilt, az adatok kiértékelése 2016-ban folyamatban van, publikalasuk
ezek utan vérhato.

Az anti-HF autoantitestek kifejezetten erds kapcsoldddst mutatnak a CFHR1-3 gének
delécidjaval, igy ezt a kopiaszam varidcidt is vizsgdlat ald vontuk. Nagyszamu kontroll
személy CFHR génklaszter kdpiaszam analizise €s a komplement profil értékelésével
megallapitottuk, hogy a H-faktor-szerli fehérjék feltételezett de-regulator funkcidja nem
igazolhato az alternativ ut aktivitds szabédlyozasdnak vonatkozasdban, a CFHR1 és -R3
fehérjék delécidjat hordozé személyek szérummintdjaban hasonlé mértékii a H-faktor
medidlta reguldcid, mint a vad genotipusu személyek mintdjdban. Ezeket az eredményeket a
Magyar Immunolégiai Tarsasag vandorgytilésén 2014 0szén bemutattuk (12). Ehhez a
célkitlizéshez kapcsoldddan befejezddott a CFHR1-3 géndelécidt hordozo egészséges
kontrollokban és aHUS betegekben a pontos toréspont meghatarozésa, az adatok elemzése és
publikalasra valo el0készitése folyamatban van.

Az anti-HF pozitiv aHUS betegek HLA analizise befejez0dott, az adatokat atadtuk parizsi
kollaborécids partneriinknek, azok értékelése (0sszegezve nemzetkdzi adatokkal €s illesztett
kontroll csoportok adataival) kollaboraciés partneriinknél folyamatban van, lezardsa és az
adatok publikaldsa 2016-ban vérhato.

Tovébbi funkciondlis vizsgélatok is torténtek (Dr. J6zsi Mihdly és tobb kiilfoldi partner
kollaboracigjaban) az anti-HF autoantitestek patolégias szerepének, jellemzdinek megértése
céljabol. Igazoltuk, hogy a pentraxin 3 molekula és a komplement regulatorok kozotti
kapcsolatot gdtolhatjdk az anti-HF autoantitestek (2), hozzajarulva ezaltal a kontrollalatlan
komplementaktivacié kialakuldsdhoz. Az anti-HF autoantitestek epitépspecificitdsanak,
izotipus megoszlasanak €s aviditdsanak longitudindlis vizsgalatdval igazoltuk, hogy az
autoantitestek heterogének a betegekben, azonban az adott betegre jellemzdek és iddbeli
stabilitast mutatnak (21). Az anti-HF autoantitestek molekularis €s klinikai jellegzetességeirdl
egy 0sszefoglal6 kozleményben is beszamoltunk (8).

2. célkitiizés: Az anti-ADAMTS 13 autoantitestek keletkezésének és jellemzoinek vizsgdlata.
Befejez6dott az ADAMTS 13 ellenes gétld antitestek epitdp térképezése (az tjra gondolt
terveknek megfelelden fag-display technika helyett 4tfedo szintetikus peptid sorozatok
alkalmazdséval), valamint az érintett TTP-s betegek HLA analizise. Az eredményeket Dr.
Sinkovits Gyorgy PhD hallgat6 két konferencidn mutatta be (13, 24), 2015 sordn az adatok
0sszegzése, elemzése €s kozlésre vald elokészitése tortént meg. A 15 TTP-s beteg és 10
kontroll vizsgalataval nyert eredményeink szerint az ADAMTS13 fehérje 558 Arg-Thr572 és
az 1163GIn-Argl 177 szakaszaihoz fokozott mértékben kotddtek a betegek antitestei.
Kimutattuk tovabba a teljes kohorsz (70 TTP beteg és 204 egészséges kontroll) vizsgélatdval,
hogy a HLA DR11 és DR15 allélek hordozasa rizik6-, mig a HLA DR4 és DR7 allélek
hordozasa protektiv hatdsi az ADAMTS13 inhibitor kialakuldsdnak szempontjabdl. Az EBV
fert6zést jelzo antitestek (anti-EBNA1, anti-VCA) el6forduldsdaval és mennyiségével
kapcsolatos mérések szintén lezarultak, az 6sszegzd elemzés és az adatok publikdlasa
(figyelembe véve a genetikai prediszpoziciot is) 2016-ban folyamatban van.



3. célkitiizés: Uj patogenetikai tényezdk felismerése TMA-ban

Az 1j autoimmun mechanizmusok feltdrasa megkezdddott a thrombomodulin és a CD36
molekuldk vizsgalataval, azonban sajat és kozben ismertté valt kiilfoldi tapasztalatok miatt
(Iehetetlen volt beszerezni kello tisztasdgu és mennyiségii rekombindns autoantigént, a
szennyezett fehérjék erds fals pozitiv reakciot adtak) ezt a célkitlizést atgondoltuk, és
energidnkat olyan j mechanizmusok, biomarkerek €s potencidlis diagnosztikai markerek
feltarasara csoportositottuk at, amelyek szintén ezt a célkitlizést szolgdlva hozzdjarulhatnak a
TMA-k patogenezisének jobb megértéséhez. Igy sikeriilt igazolnunk, hogy a
komplementaktivéacié jellemzé az ADAMTS13 deficiens TTP-s betegekre az akut szakban és
remisszidban is (ha tartés az anti-ADAMTS13 inhibitorok jelenléte) (4), a neutrofilek
aktivalédasat jelzo plazma neutrofil-elasztaz-proteindz inhibitor komplex magas szintje
jellemzdje az akut TTP-nek (9), és hogy a TTP-ben {0 patogenetikai szerepet jatszo
endothelsejtek sériilését a CT-pro-endothelin 1 marker megbizhatdan jelzi (20). A TTP
patogenezisében eredményeink szerint 1ényeges szerepet jatszanak a prediszpondl6
ADAMTSI13 deficiencia mellett a velesziiletett immunitds (komplementrendszer, neutrofilek)
és az endothel kdrosodas elemei, ezeket egy Osszefoglald eldaddsban mutattuk be (5).
Szamos diagnosztikai markert is leirtunk és bemutattuk hasznossagukat a TMA-k kiilonféle
formadiban: igazoltuk, hogy az alternativ 1t markereinek vizsgalata kifejezetten jo
diagnosztikai értékkel bir az aHUS és a TTP elkiilonitésében (3), és egy neuraminidaz
aktivitds méréshez vald fluorigenikus szubsztrat alkalmazasdval mérést dolgoztunk ki a
pneumococcus-HUS differencidldiagn6zisdhoz (14). A pneumococcus-HUS betegek
mintdinak elemzésével azt is igazoltuk, hogy a komplement dysfunctio is 1ényeges szerepet
jatszhat betegségiik kialakuldsaban, igy diagnosztikai és prognosztikai céllal indokolt
részletes komplement vizsgélatokat végezni az €rintettekben (6). A jol megvalasztott
diagnosztikai markerek alkalmazdsanak fontossagat timasztjdk ald a kiilonos nehézséget
jelentd ujsziilott- és csecsemOkorti aHUS betegek elldtdsa sordn tett megfigyeléseink is (10).
Az aHUS diagnosztikdjanak korszeri médszereirdl, melyek kidolgozasdhoz a palyazat
nagymértékben jarult hozza, a Magyar Nefrologiai Tarsasag Nagygylilésén felkért eldadasban
szamoltunk be (11).

Az 1j genetikai varidciok felismerése és funkcionalis jellemzése aHUS-ban fontos része volt a
3. célkitlizésiinknek. Ehhez beszereztiink egy real-time PCR késziiléket, sikeresen beallitottuk
az olvadaspont analizis mddszert ritka varidciok sziirésére (H-faktor és XIII-as faktor
vonatkozdsdban), majd alkalmaztuk is a mdédszert mintegy 75 beteg szlirOvizsgalatara.
ElsOként ismertiik fel, hogy a komplement reguldtoros doméneket tartalmazé XIII-as
véralvadasi faktor B alegységében funkcidvesztd muticid fordulhat el6 aHUS-ban (egy
csalad), ezen a megfigyelésen felbatorodva komplex (XIII-as faktor aktivitds, A2B2 komplex
és szabad B alegység antigén mérés) vizsgalatokat kezdtiink a Debreceni Egyetem
munkatdrsaival a kérdés pontos jellemzésére. Kezdeti eredményeinkrol Janszky Noémi TDK
hallgat6 szamolt be a Semmelweis Egyetem TDK konferencidn (17), majd a 2015. évi
OTDK-én elsd dijjal jutalmaztdk a munkdt. A mérések folytatdsa 2015-ben lezajlott, az ijabb
eredmények a 2016-os TDK konferencidn keriilnek bemutatdsra, majd megkezdjiik a
publikécié osszedllitasat.

Szamos 1j funkcidvesztéses és funkcionyeréses genetikai variaciot irtunk le komplement
reguldtorokban és komponensekben aHUS-ban, ezek 0sszegzd leirdsa, funkciondlis
jellemzése és értékelése 2014-15 soran megtortént a palydzat tdimogatasaval (1, 16, 23).
Beillitottunk €s alkalmaztunk egy H-faktor hemolitikus mddszert a H-faktor sériilt
regulatoros funkciéjanak jellemzésére, valamint egy Y402 és H402 H-faktor allélikus
varidnsokra specifikus ELISA mérési part, amivel az egyes kromoszomékrdl termel6dd H-
faktor fehérjék mennyisége dsszehasonlithaté médon vizsgalhaté egy adott betegben. Ezekkel



az eljarasokkal az djonnan felismert H-faktor mutaciokat hordozé betegek tobbségében

lehetové valt a mutdcidk és a H3 riziké haplotipus funkciondlis hatdsanak jellemzése. Ezek az
ismeretek nagymértékben jarulnak hozz4 a H-faktor mitkodésének és az aHUS
patogenezisének jobb megértéséhez.

Osszességében megallapithatd, hogy az OTKA tdmogatdsaval szamos fiatal kolléga képzése
és sikeres fokozatszerzése valdosult meg, valamint olyan kutatési eredmények sziilettek,
amelyek a trombotikus mikroangiopétidk patogenezisének jobb megértését, az egyes formak
diagnosztikdjat elosegitd eljarasok kifejlesztését, vizsgilatat €s elemzését, valamint tjabb
kérdések megfogalmazasat tették lehetdvé. Az OTKA tdmogatdsat és az anonim biralok
munkdjat koszonjiik!
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