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Autoimmunitdshoz és gluten-érzékenységhez vezetd és azokat blokkolé molekularis mechanizmusok

A kutatas célja:

A jelen alapkutatds a gabonafélék gluten fehérjéi altal kivaltott autoimmunitas molekuldris alapjait vizsgdlja. Ennek soran jellegzetes antitestek
termel&dnek a 2-es tipusu transzglutaminaz fehérje egy kitlintetett, betegségre jellemzd epitdpja ellen. A kozelmultban végzett teljes genom sz(irések
eredményeként felismert, gluten-érzékenységgel genetikai asszociaciét mutaté fehérjéket vizsgaljuk glutenhez hasonlé peptidrészek felismerésére,
hogy megallapitsuk, hogy az autoimmunitas kivaltdsaban lehet-e szerepe haromdimenziés molekuldris mimikri jelenségének. Amennyiben valaki egy
strukturdlis hasonlésagot mutato ilyen fehérjéb&l nem szokvanyos variacidkkal rendelkezik vagy ez a fehérje 6rokletes mutaciot mutat, a magzati
életben nem alakul ki rd immuntolerancia, mely az ellene termel6d3 T-sejteket gatolna. igy a gluten fogyasztasakor, f6ként ha a gluten
bemutatasahoz sziikséges HLA-DQ2 vagy DQ8 genetikai adottsag is megvan, reaktiv T sejtek aktivalédhatnak, melyek a transzglutaminaz
meghatdrozott felszine elleni antitestek képz6dését serkentik. A kutatas sordn vizsgaljuk a gluten-érzékeny betegek sejtjeiben azokat az érokletes
eltéréseket, amelyek miatt a normal sejteknél kifejezettebb eltéréseket mutathatnak az antitestek jelenlétében és amely boholyatrophia
kialakuldsahoz vezethet. A transzglutamindaz epitdp ismeretében olyan anyagok kifejlesztésén dolgozunk, melyet a gluten-peptidek felismerésének
vagy a coeliakia antitestek hatasanak gatlasaval terapids hatdst valthatnak ki.

A kutatas az alabbi harom {6 vizsgalati teriilet koré csoportosult:
i. A coeliakias antitestek és keletkezésiik vizsgalata
ii. A priori (6rokletes) sejtbiolégiai eltérések kimutatasa a riziko és coeliakias sejtekben és ezek
kapcsolata a gluten illetve az antitestek hatdsaival
iii. A coeliakids autoimmunitas megel6zési vagy gatlasi lehetdségei
Mindharom terileten vizsgaltuk a molekuldris mechanizmusokat, diagnosztikus illetve terapids modszerek
fejlesztési lehetdségeit.

Eredmények

A coeliakids antitestekkel kapcsolatos molekuldris mechanizmusok, bioldgiai hatdsok
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Modellként normal human endothel sejteket hasznalva igazoltuk, hogy a természetes IgA antitestek
(coeliakias betegek tisztitott IgA frakcidja) adhézids defektushoz, migracids zavarhoz vezet. A sejtek
lekerekedése gyakoribb, polarizacids zavar keletkezik és fokozott mennyiség(i TG2 jut ki az extracellularis
matrixba, ahol azonban a TG2 altal keresztkotott fehérjék mennyisége alacsonyabb, mint alaphelyzetben. A
coeliakids antitestek az integrinek eloszlasat és csoportosulasat is befolydsoljak. A coeliakids IgA hatasara
fokozddik ugyan a TG2 emzimatikus aktivitasa, de a folyamatok egy része nem igényli a TG2 keresztkotd
aktivitasat és protein-protein interakciok szintjén valdsul meg. A jelatvitelben részt vesz a RhoA anyagcsereut
is. Az antitestek TG2 enzimre kifejtett hatasat jelenté6sen mdodosithatja a biokdrnyezet. A thioredoxin felel6s
a TG2 hatékony konformdcidjanak fenntartasaért és az oxidacié miatt funkcidvesztés elkeriiléséért.
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A coeliakia természetes lefolydsa soran csak ritkan nyilvanvalé a TG2-elleni antitestek meghatdrozé szerepe,
és mivel ez a folyamat konnyen nem modellezhetd, az antitestek bioldgiai hatdasanak pathomechanikai
szerepét prospektiv klinikai korilmények kézott tanulmanyoztuk és igazoltuk myocarditis manifesztacid
hatterében, mely addig fel nem ismert coeliakia szov6dményeként vagy a glutenmentes diéta 6nkényes
abbahagydsa miatt alakult ki. Utébbi jellemz6 serdiil6kre és életveszélyes allapothoz vezethet. Harom ilyen
esetben a szivizombdl vett biopszids mintaban a klinikai lefolydssal parhuzamosan anti-TG2 antitestek
jelenlétét igazoltuk ezzel a ritka klinikai manifesztacidval kapcsolatosan. Ugyancsak az anti-TG2 antitestek
jelenléte kiilonboztette meg a coeliakids és nem coeliakids vékonybélkarosodast a proximalis, bulbaris
szakaszon.

Coeliakids modellben hasznosithato antitestek prepardldsa, epitop tesztelése
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Investigation of the effects of coeliac minibodies on transglutaminase activity and epitope mapping studies
Magyar Biokémiai Tarsasag Vandorgyilése, Siéfok, 2013

Sikerrel preparaltunk biolégiailag aktiv coeliakia-specifikus IgA antitesteket szliréssel felfedezett coeliakids
sz(il6 n6 placentdjabdl. Ezen kiviil a kivalasztott epitdpok ellen egylancu fag antitesteket készitettiink.
Megallapitottuk, hogy ezek az epitdpok a sziiletéstél kovetett gyermekeknél jellemzéek a coeliakia
kialakuldsi fazisaban. Uj eredmény, hogy ezekkel a monospecifikus antitestekkel kimutattuk, hogy azok
prefencidlisan a TG2 enzim nyitott konformaciéjat ismerik fel. Kompeticids vizsgalatokkal els6sorban két
fontos, részben kapcsolatot mutaté epitdp latszik ebben jelentésnek. Az egyik az altalunk 2012-ben leirt
(PNAS;109:431-6) Osszetett epitop (Epitdp ,,2”), melynek f6 horgonyzé gydke a 19-es arginin az N-terminalis
doménen, a masik a norvég munkacsoport altal 2013-ban kozolt Epitdp ,, 1”7, mely az N-termindlis domén
ellentétes oldalan a 134-es hisztidin koril van (Iversen, J Immunol. 2013;190:5981-91.). Ezen kivil még két
kevésbe jelentds N-terminalis epitépot (Epitdp3,4) kozoltek ugyanebben a cikkben az N-termindlis doménen.
A coeliakias antitestek jellegzetes VH vazzal termel6dnek, a VH5 tipustak tobbnyire az 1-es epitdpot, a VH3
tipusuak a 2-es epitopot ismerik fel. Epitdp-specifikus TG2 mutansokkal tortént quantitativ mérések alapjan
a betegek szérumdban a VH3 antitestek vannak tulsulyban és tobbségében ezek alkotjak a placentardl
leoldott antitesteket is. A VH3 antitestek human specifikusak, nem reagdlnak egér TG2-vel.

Vizsgaltunk tovabba 4 eddig még nem kozolt egér monoklonalis anti-TG antitestet. Az ezek altal felismert
epitépok egy része konformacid fliggs, de mind nagyon alacsony reaktivitdst mutat az egér TG2-vel. A
fibronektinhez kotott TG2 antigenitasaban a kalcium jelentls szerepet jatszik, hidnydban a coeliakids epitop
1 hozzaférhetGsége csokken. Sikeriilt olyan TG2 pontmutdnst elSallitanunk, melyben kalcium jelenléte nélkil
is lathato az epitdp 1. Ertékeltiik még egy aminosav csere hatdsat a TG2 szerkezeti stabilitasara, mely
ellentétes hatasu, az enzim fokozott kalcium-érzékenységével jar (kozolve Kanchan K, et al. Identification of a
specific one amino acid change in recombinant human transglutaminase 2 taht regulates its activity and
calcium sensitivity. Biochem J. 2013;455:261-72). A TG2 konformdcio-fiigg6 felismerését tovabb vizsgalva a
fehérje kinyilasi régidhoz kozel elhelyezkedd aminosavakon Uj mutacidkat készitettlink (E329Q, W332F),
melyek kozil az elsé a csukott, a masodik a nyitott szerkezetet preferdlja. Ezek eltérést mutatnak az
antitestek kotésében. A vizsgdlati eredményeket igyekeztiink a TG2 kalcium jelenlétében készitett
kristalyszerkezet analizisével kiegésziteni. Az MTA Enzimolégiai Intézetben készitett 10 Angstrom felbontasu
leképezés alapjan a kalcium jelenlétéban a TG2 szerkezete nem felel meg a korabban, Pinkas altal inhibitor
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jelenlétében kapott teljesen extendalt szerkezetnek (PLoS Biol. 2007;5:e327), azonban a felbontds korlatai
miatt az antitestek pontos két6helyét nem lehetett azonositani. A TG2 szerkezete nem stabil a kdlcium
jelenlétében, és a mobilitas kedvezétlenil hat a kristalyképz6désre. Nem keletkeztek értékelhetd kristalyok a
fag antitestek-TG2 komplexekbdl.

Az egéren tervezett kisérleteket figyelembe véve, tovabb analizaltuk a 2-es epitdp szerkezetét és
megkiséreltiik az epitopot felépiteni az egér TG2 szerkezeten. Az R19 kdzelében csak a 28. helyen és a 15-17
pozicidkban vannak eltéré aminosavak, de ezeket a human homoldgokra cserélve, nem kaptunk jobb
reaktivitast. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a core doménnek — korabbi eredményeinkkel egyezéen, de a
norvég adatok alapjan elterjedt nézettel ellentétben - sokkal nagyobb szerepe van.

Osszefoglalva, a coeliakids antitestek &ltal felismert epitépok bonyolultabbak, mint azt 2012-ben Itni
lehetett, egyszerre minden epitdéppal kompeticiét elérni nem sikeriil. Megallapithaté azonban, hogy a VH3
antitestek mennyisége dominans és ezek két6dése relevans a szévetekben, igy ezek kot6désének
akaddlyozdsa jarhat terapids haszonnal. Az egér immunizaldssal nyert monoklonalis antitestek kdzott van
ugyan hasonlé specificitasu, de az sem ismeri fel az egér TG2-t, igy in vivo hatdsanak értékelése human in
vivo rendszert kivan. Az eredmények in extenso kozlése az els6 szerz6 (Simon-Vecsei Zséfia) sziilési
szabadsaga miatt még nem tortént meg, a késébbiekben tervezziik.

Coeliakids dllatmodellek fejlesztése
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A projekt megkezdése el6tti eredményeink human endothel 3-dimenzids sejtkultiran Matrigel kozegben az
angiogenesis gatldsat mutattak a coeliakias antitestek jelenlétében, ezért tovabbi vizsgdltuk az angiogenesis
paramétereket ex vivo és in vivo Balb/c és C57BL/6 hattéren létrehozott TG2-/- egéren valamint human
endothel sejteken és Matrigel plug egérbe torténd implantacidjaval. A kisérletekben coeliakids beteg savébdl
preparalt természetes anti-TG2 IgA antitesteket és coeliakids beteghdl klénozott monoklonadlis IgG vazzal
készitett monoklondlis antitesteket (4.1 anti-TG2 kldn és irrelevans kontroll antitestek) hasznaltunk, melyek
jelenléte az angiogenesis morfoldgiai és funkcionalis paramétereit, valamint a sejtek migracidjat hasonldan
gatolta. Az eltérések csokkenthet6k voltak sejtbe be nem hatold TG2 inhibitorokkal vagy TG2-/- egéren
végezve, mely az extracellularis TG2 szerepét jelzi ezekben a folyamatokban.

Kalliokoski S, Caja S, Frias R, Laurila K, Koskinen O, Niemela O, Maki M, Kaukinen K, Korponay-Szabé IR, Lindfors K.
Injection of celiac disease patient sera or immunoglobulins to mice reproduces a condition mimicking early developing
celiac disease. J Mol Med (Berl). 2015;93(1):51-62.
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A biztatd kezdeti eredmények utan passziv antitest transzfer hatasat vizsgaltuk egerekben. A kisérletekhez
athymikus nude (Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu) egereket hasznaltunk, melyek nem képesek aktiv
immunvalaszra a beadott human immunglobulin ellen, mivel korabbi kézlemények szerint normal
immunrendszer(i egerek anti-idiotype valasszal reagaltak a kivilrdl bejuttatott coeliakias antitestekre (Di
Niro, Mol Immunol 2008,45:1782—-1791). Tekintettel arra, hogy el&zetes vizsgalataink szerint az endothelre
vald hatds a n6i nemben kifejezettebb volt és a szervezet teljes telitéséhez a betegmintdk szdma és
volumene korlatozott volt, a kisérletekhez 4-5 hetes n&stény, még kis testméretli, névekedésben 1évé
egereket haszndltunk. Ugyancsak az el6zetes vizsgalatok folyaman észleltiik, hogy az intraperitonedlisan
beadott humadn IgA antitestek nem jutnak be az egér keringésébe, melynek oka feltehetéen az, hogy az
egérben nincs megfelel§ polymerikus IgA receptor. Ezért IgA hidnyos coeliakids betegsavdkat hasznaltunk,
mert ezek a betegek IgA helyett I1gG tipusu coeliakids (anti-DGP és anti-TG2) antitesteket termelnek. A
kisérletekben savot vagy protein G oszlopon tisztitott IgG antitesteket adtunk be intraperitonealisan. A



kisérleteket kezdetben 8 napig, egy kisérletben 28 napig folytattuk, csoportonként 3-5 egérrel. A kezdeti
kisérletben az egerek egyedi betegmintakat kaptak, de a 28 napos kisérletnél ezt mar nem lehetett
teljesiteni és ott poolozott betegmintakkal telitettiik 6ket. A kontrollok vagy nem kaptak injekciét vagy IgA
hidnyos nem coeliakids kontroll személy savdjat illetve immunglobulinjat kaptak. Minden kisérletben sikeriilt
elérni, hogy a human antitestek az emberi betegséghez hasonléan magas koncentracidéban megjelentek az
egér szérumban és le is rakddtak a szervekben a transzglutaminaznak megfeleld lokalizacidban, koztik a
vékonybélbolyhokban. A savdval folytatott kisérleteknél a coeliakias mintakat kapott allatok sulyfejlédése
megallt és hasmenésiik jelentkezett, azonban a kisérlet idejének meghosszabbitdsdval ezek a tiinetek lassan
csokkentek. A tisztitott immunglobulinok adasandl nem volt szignifikdnsan tobb tiinet, mint a kontrolloknal,
de itt is észlelhetd volt vékonybélben a gyulladdsos sejtszam emelkedése, a proliferacié fokozodasa (6ssz és
Ki-67+ lamina propria sejtek szignifikansak magasabb volta) és a boholy/crypta arany mérsékelt csékkenése.
Az egerekben azonban nem alakult ki a human betegségre jellemz6 flat mucosa, azaz a sulyos
boholyatrophia.
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Az eltérések kifejezettebbé tételére megkiséreltiik a beadott antitestek mennyiségének emelését
nagyteljesitményl proteomikai rendszerben termelt, monospecifikus klénozott antitestek beaddsaval. A
kisérletekben a 4.1-es, coeliakids betegbdl szarmazo, VHS varidbilis nehézlanc tipusu szerkezettel
rendelkezd, kordbban masok és altalunk is in vitro kiterjedten vizsgalt anti-TG2 antitestet alkalmaztuk 2
mg/ml-es koncentraciéban, ez egyforman jol felismeri a human és egér transzglutaminazt is. Az antitesteket
human IgG konstans Fc résszel klonozott formaban készitettiik el (ScFv-Fc). A természetes betegantitestekkel
és savdval kapott eredményeket ugyan sikerilt reprodukalni és bizonyitani, hogy a 4.1 antitest 6nmagaban is
valtozatos gyulladasos aktivitast és bizonyos foku citokin emelkedést indukal, a modell boholykarosodasra
vonatkozd része nem valt egyértelm(ibbé és klinikai tlinetek sem jelentkeztek. Tovabbi vizsgalatainkban
viszont kimutattuk, hogy a VH5 antitestek csak kis részét reprezentaljak a betegsavokban |év6 természetes
antitesteknek, mig azokban tobbségben vannak a VH3 tipusu antitestek, melyek altalunk leirt kotédési
epitdépja viszont humanspecifikus, az egér transzglutaminazban nem taldlhaté meg. Ennélfogva a VH3
antitestek a betegsavdkbodl sem tudtak az egér antigénhez megfelel6en kotddni, ez magyarazhatja, hogy
miért nem kaptunk olyan eredményeket, mint a klinikai betegekben észlelt eltérések. Mivel a TG2 elleni
autoimmunitasi reakcié a legfontosabb jelenség, mely a coeliakidt megkilonbozteti mas felszivodasi zavarral
és boholykarosodassal jaro kérképektdl és a nemcoeliakids glutén-intoleranciatdl, az eredmények azt jelzik,
hogy az egér egyaltaldn nem megfelel§ species coeliakias allatmodell Iétrehozasara, és mindazon jelenségek,
melyeket regisztralni tudtunk (pl. a klinikai tiinetek), valdszinlien csak a kisebbségben jelen [évé antitestek
vagy egyéb szérum eltérések eredményei. A VH5 antitestnek volt bizonyos angiogenesist gatld hatdsa, ez
6nmagdban talan nem elég a boholyatrophia kivaltasahoz. Ezek a kisérletek passziv antitest transzferre
vonatkoznak, de fontos relevanciaval birnak gliadinnal vagy mas mdédon aktivalandé allatmodellre is, mert
azt jelzik, hogy ezek egérben semmiképp sem lesznek sikeresek, olyan allatfajt kell talalni, melynek
transzglutamindaz enzime a VH3 és VH5 epitdpokat egyarant tartalmazza. Sajat vizsgdlatainkat ebbdl a
szempontbdl tengerimalac TG2 enzimre terjesztettiik ki, de ott is valtozd VH3 antitest-kotédést
tapasztaltunk, igy ez sem lenne igazan jo allatmodell. Megjegyzendd, hogy a korabbiakban masok altal
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egéren végzett kisérletek (Freitag 2004, 2009, gliadin immunizélassal, De Kauwe 2009, gliadin-specifikus CD4
sejtek transzferjével) sem hoztak létre megfelel6 TG2 autoantitest termeléssel kisért, az emberi betegségre
hasonlitd allatmodellt. Az eredmények sajat kutatasunk menetét is jelentésen befolyasoltdk, melyben a
kutatasi terv szerint Lpp-/- egeret szerettiink volna coeliakias allatmodellként hasznalni. Azonban a fenti
eredmények és az Lpp kisérletekben talalt negativ eredmények (ld.lejjebb) miatt ennek elkészitése
értelmetlen lett volna, igy helyette vizsgdlatainkat a molekularis mechanizmusok feltardsdra human
sejttenyésztési rendszerekben illetve mas klinikai vizsgalatban résztvevé coeliakids csaldadtagok
megfigyelésével és elemzésével (preventCD cohort) végeztiik.

A coeliakids antitestek keletkezésének mechanizmusa és a betegséq kialakuldsanak megelézési
lehetéségei humdn vizsqdlatokban

Tack GJ, van de Water JM, Bruins MJ, Kooy-Winkelaar EM, van Bergen J, Bonnet P, Vreugdenhil AC, Korponay-Szabo |, Edens L, von
Blomberg BM, Schreurs MW, Mulder CJ, Koning F.

Consumption of gluten with gluten-degrading enzyme by celiac patients: a pilot-study.

World J Gastroenterol. 2013;19(35):5837-47. doi: 10.3748/wjg.v19.i35.5837
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A coeliakia aktivitas blokkoldsara egyik lehet6ség olyan enzimek fogyasztdsa, melyek a bélrendszerben
hozzajarulnak a gluten peptidek degraddcidjadhoz. A normal emésztési folyamat sordn a bevitt peptidek nem
bomlanak le aminosavakig, mert az emberi emésztéenzimek nem képesek bizonyos prolin gyokok mellett
hasitani. A tanulmanyban Aspergillus nigerbél szarmazé gluten-bonté enzimek alkalmazasa melletti
jelenségeket vizsgaltuk ismert coeliakias, kezelt betegeknek adott gluten+enzimek mellett. Az aktivitasi jelek
kozil leghamarabb — 2 hét utdn — a vékonybélben lerakddott anti-TG2 antitestek kimutathatdsagaban
észleltlink kiilénbséget, mig az egyéb szokdsosan vizsgalt koros paraméterek még nem valtak
detektdlhatova. Ez egy rovid pilot vizsgdlat volt, melynek kdvetkeztetéseit hosszabb adagolassal kell majd

ellendrizni.
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Stoopman E, Villanacci V, Wijmenga C, Troncone R, Mearin ML.

Randomized feeding intervention in infants at high risk for celiac disease.

N Engl J Med. 2014 Oct 2;371(14):1304-15. doi:10.1056/NEJMoa1404172.
Impakt faktor: 55.873

Szajewska H, Shamir R, Chmielewska A, Piescik-Lech M, Auricchio R, Ivarsson A, Kolacek S, Koletzko S, Korponay-Szabo IR, Mearin
ML, Ribes-Koninckx C, Troncone R; PREVENTCD Study Group.

Systematic review with meta-analysis: early infant feeding and coeliac disease--update 2015.

Aliment Pharmacol Ther. 2015;41(11):1038-54. doi: 10.1111/apt.13163.

Impakt faktor: 6.320

Szajewska H, Shamir R, Mearin L, Ribes-Koninckx C, Catassi C, Domelléf M, Fewtrell MS, Husby S, Papadopoulou A, Vandenplas Y,
Castillejo G, Kolacek S, Koletzko S, Korponay-Szabé IR, Lionetti E, Polanco |, Troncone R.

Gluten Introduction and the Risk of Coeliac Disease: A Position Paper by the European Society for Pediatric Gastroenterology,
Hepatology, and Nutrition.

J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2016;62(3):507-13. doi: 10.1097/MPG.0000000000001105.

Impakt faktor: 2.400

A coeliakidra csaladilag veszélyeztetett csecsemd&knél ordlis tolerancia kialakitasara térekedtiink a korai
életkorban (4-6 honapos kor kozott) adott kis mennyiségii gluten bevitelével (preventCD vizsgalat). A
vizsgalatban kett8s vak, randomizalt médon a gyermekek egy része napi 100 mg glutent kapott, majd 6
honapos utan mindkét csoport fokozatosan emelkedd gluten mennyiségeket élelmiszerekben. A klinikai
kovetés soran vizsgaltuk a coeliakia immunolégiai jeleinek kialakuldsat. Pozitiv esetekben a coeliakia
fenndllasat a vékonybél szovettani vizsgdlata alapjan allapitottuk meg. 3 éves korban nem volt kiilénbség a
szerolodgiai aktivitasban és a verifikalt coeliakia diagndzisban a két csoport kozott (publikacié 2014-ben), a 6
éves kori értékelés jelenleg folyik. A HLA-DQ2 homozigdta gyermekek, f6ként lanyok a korai bevitelnél
erdteljesebb immunvalasszal reagaltak és szamos olyan gyermeknél is talaltunk glutenre adott antitest
reakciot, akik késébb nem betegedtek meg. Az anti-TG2 reakcié 2 éves kor koril valt kimutathatéva és
megfelel6en el6re jelezte a coeliakia manifesztalddasat. Mivel az eredményeknek fontos klinikai jelent&sége
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van, meta-analizissel elemeztiik a gluten csecsemd&kori elkezdésével kapcsolatos parhuzamos vizsgalatokat
és az eredmények alapjan Uj csecsemétdplalasi ESPGHAN irdnyelv kidolgozdsahoz jarultunk hozza.

Paula Crespo-Escobar P, Mearin ML, Hervas-Marin D, Auricchio R, Castillejo G, Gyimesi J, Martinez-Ojinaga E, Werkstetter K, Vriezinga
S, Koletzko S, Korponay-Szabo IR, Polanco S, Troncone R, Stoopman E, Kolacek S, Shamir R, Szajewska H, Ribes-Koninck C.

The role of gluten consumption at early age in celiac disease development

submitted manuscript (AJCN)

el6zetes konferencian bemutatas: 48th Annual Meeting of the ESPGHAN, Amsterdam, 2015.05.06-9.

A coeliakia, mint gluten-dependens betegség, f6 provokald faktora a buza, arpa, rozs fogyasztdsa. Mivel ezek
az eurdpai népesség alap-élelmiszerei kozé tartoznak, gyakorlatilag mindenki elkezdi ezek fogyasztasat a
csecsemdbkorban, hacsak a sziil6k a csalddban mar meglévd coeliakia betegség miatt nem idegenkednek a
gluten bevitelétdl. A korabbi epidemioldgiai vizsgalatok azt sugalltak, hogy a korai életkorban fogyasztott
nagyobb mennyiség(i gluten jobban hajlamosit a coeliakia kialakulasara. Az adatokat azonban hosszabb
id6vel (néha tobb évvel) a csecsemdkor utan gyl(ijtétték, amikor a coeliakia mar kialakult, kontrollalt,
randomizalt vizsgalatok ezen a téren eddig nem alltak rendelkezésre. A preventCD vizsgalatban azonban
prospektiven regisztraltuk mind a napi glutenfogyasztast, mind a coeliakia késébbi kialakuldsat is 715 olyan
csecsem@bnél, akiknél a glutenbevitel kezdete randomizalt médon tértént 4 vagy 6 hdnapos korban és 10
honapos korig pontos utasitast kaptak a napi mennyiség fokozatos emelésére. Ezt kbvetGen szabad
glutenbevitelt javasoltunk. A 6 éves korig kialakulé coeliakia el6forduldst nem befolyasolta a 10 és 36
honapos kor kézott bevitt gluten napi mennyisége. A magyar gyermekek 1 éves kor korl tobb glutent
fogyasztottak (els6sorban kenyér formajaban), mint a tobbi orszagban, de a 2 éves korig kialakuld coeliakia
incidencidja magasabb volt a spanyolok kozo6tt, akik a legkevesebb napi glutenmennyiséget fogyasztottak,
mig a tobbi orszagban koztes értékeket kaptunk. Azonos orszdgon beliil nem volt kiilénbség a napi
glutenbevitelben a késébb coeliakidssa valt és a meg nem betegedett rizikégyermekek napi glutenbevitele
kozott. Az eredmények azt mutatjak, hogy a coeliakia kialakuldsa nem elsésorban a glutenbevitel kezdetének
idején, mennyiségén és mindségén, hanem egyéb, feltehetéen 6rokletes faktorokon mulik.

A coeliakidra hajlamosito a priori eltérések vizsgalata

[Romanos J, Rosén A, Kumar V, Trynka G, Franke L, Szperl A, Gutierrez-Achury J, van Diemen CC, Kanninga R, Jankipersadsing SA,
Steck A, Eisenbarth G, van Heel DA, Cukrowska B, Bruno V, Mazzilli MC, Nufiez C, Bilbao JR, Mearin ML, Barisani D,

Rewers M, Norris JM, Ivarsson A, Boezen HM, Liu E, Wijmenga C; PreventCD Group.

Improving coeliac disease risk prediction by testing non-HLA variants additional to HLA variants.

Gut. 2014;63(3):415-22. doi: 10.1136/gutjnl-2012-304110.]

A PreventCD vizsgalatba bevont magyar gyermekek és csalddjaik genetikai tesztelésének eredményeit
felhasznaltak abban a kollaboracids analizisben, mely non-HLA varidcidk, els6sorban SNP eltérések klinikai
prediktiv értékét vizsgalta. Bar ebben a tanulmanyban kozvetleniil nem vettlink részt, az Lpp
polimorfizmusra vonatkozé magyar eredményeket megkaptuk és feldolgoztuk. Ennek alapjan nem taldltunk
Osszefliggést az Lpp nem-kddold régidiban Iévé SNP varidcidk szama, jelenléte és a coeliakia megjelenési
madja kozott.

Kirchberg FF, Werkstetter KJ, Uhl O, Auricchio R, Castillejo G, Korponay-Szabo IR, Polanco |, Ribes-Koninckx C, Vriezinga SL, Koletzko
B, Mearin ML, Hellmuth C.

Investigating the early metabolic fingerprint of celiac disease - a prospective approach.

J Autoimmun. 2016 Aug;72:95-101. doi:10.1016/j.jaut.2016.05.006.
IF: 7.760

A coeliakia késébbi kialakuldsat befolyasolhatjak az egyén olyan metabolikus adottsagai is, melyek mar a
gluten fogyasztasa el6tt megnyilvanulnak. Ezért rizikégyermekektél 4 hdnapos korban gydjtott
szérummintakon az aminosav és lipidkoncentracidkat vizsgaltuk tomegspektrometria segitségével. Az
aminosavakat ion-paros LC-MS/MS alkalmazasaval, a polaros lipideket (karnitin, acylkarnitinek,
lisofoszfatidilkolinok, diacilfoszfatidilkolinok, acil-alkil-foszfatilidilkolinok, szfingomyelinek) elektrospray
ionizacios MS segitségével hatdroztuk meg, az egyes kiilonb6z6 hosszusdgu szénldnccal biré komponenseket
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egyenként analizdlva. Az eredményeket az egyes futtatasok kozotti eltérések miatt Bonferroni korrekciéval
értékeltlk. Bar szamos lipidfrakcié mutatott kisebb eltéréseket a késébb coeliakias és nem coeliakias
gyermekek kozott, a Bonferroni korrekcid utan ezek kozil egyik sem maradt szignifikans. Ennek megfelel6en
eleve predesztinald metabolikusan mérhet6 eltérést igazolni nem sikerdilt.

Barta-Téth B, Toth B, Ujhazi B, Veréb Z, Petrovski G, Fésls F, Korponay-Szabo IR
Characterization of primary cells derived from Human Umbilical Cord
Magyar Biokémiai Tarsasag Vandorgyilése, Sioéfok, 2013

Ujhazi B, Téth B, Barta-Téth B, Fésus L, Korponay-Szabo IR
Live imaging of adhesion complexes handling in coeliac and normal cells
Magyar Biokémiai Tarsasag Vandorgyilése, Siéfok, 2013

Korponay-Szab¢ IR, Téth B, Gyimesi J, Barta-Téth B, Bogati R, Ujhazi B, Kiraly R, Caja S, Nadalutti C, Lindfors K, Maki M, Fésus L.
Search for gluten non-dependent prospective biomarkers of coeliac disease for in vitro diagnostic use.
16th International Coeliac Disease Symposium, Praga, 2015.06.21-24.

Mivel sem a direkt genetikai, sem a metabolikus megkozelités nem mutatott eleve meglévé vagy
meghatdarozé kiilonbséget a coeliakids betegek és a normal populdcid kozott, a sejtszint(i morfoldgiai és
molekuldris bioldgiai megkozelitést valasztottuk betegség-relevdns eltérések keresésére, azzal a céllal, hogy
a megfigyelt anyagcsere-uti kiilonbségek mogott késébb célzottan taldljunk genetikai vagy epigenetikai
markereket. A coeliakia megel6zési klinikai vizsgdlatok kapcsan jelentkezett csaladokban olyan riziké-
Ujszilottek bevdlogatdsara kerilt sor, akik els6foku rokonai kdzott mar igazolt coeliakidasok voltak. A szll&k
102 esetben ajandékoztak koldokzsindr mintat sejtpreparaldsra, el6zetes felvilagositas és belegyezés utan. A
koldokzsindrokbdl etikai engedély birtokaban endothel, majd 2012 utdn endothel és
mesenchymalis/myogén primer sejteket preparaltunk és vizsgéltunk sejtkultdraban, RNS expresszids
vizsgalatokkal és csendesitési kisérletekkel. Az endothel sejtek izoldlasara standard mddszert alkalmaztunk. A
koldokvéna pufferrel torténé atmosdsa utan, 12 percre kollagendzzal toltottiik fel a vénat, majd a levalt
sejteket 10% foetalis borjuszérumot (FBS) tartalmazé tapfolyadékkal kimostuk és flaskaban tenyésztettik. A
mesenchymilis sejtek tenyésztésére sajat modszert fejlesztettiink ki. A kolddkzsinér feldarabolt és
fehérjementes pufferben mosott 1-2 mm-es darabjait tripszineztiik, majd plate-re helyezve mozgatas nélkiil
2-3 hétig kitapadva tapfolyadékban tartottuk. Ezt kdvetSen indult meg a sejtek szévetdarabbdl torténd
kivandorldsa és proliferacidja. Kdézben a gyermekek prospektiv kovetése soran rendszeresen végeztiink
szeroldgiai vizsgalatokat és pozitiv esetben a coeliakia klinikai igazolasara vékonybél szévettani vizsgalatot
javasoltunk a klinikai irdnyelvek szerint a beteg érdekében kozvetlenul szlikséges diagndzis felallitdsara. A
gyermekek egy része a preventcd korcsoportba tartozott, de a tobbség mar annak bevalogatasi idejét
kovetden, 2012 utdn sziletett. Az elsé coeliakids gyermeket 3 éves korban, 2013-ban diagnosztizaltuk, ezt
kovetden azonban 2014 végéig nem volt Ujabb vizsgalhatd eset, mely az addig késziilt eredmények
kiértékelését jelentésen nehezitette. A beszamolo készitésének idejéig 6sszesen 12 gyermeknél igazolddott
coeliakia, de ezek koziil csak 8-t6l vannak meg az eredeti koldokzsindr sejtek, mivel a tobbi négytdl
szarmazokat gyenge vitalitdsuk és technikai nehézségek miatt nem sikerilt fenntartani. Egy gyermeknél
Duchenne kér fenndlldsa igazolddott (exon 43 hidny), azonban 6 nem hordoz coeliakiara hajlamositd HLA-
DQ2 vagy DQ8-t. A rizikésejtekkel parhuzamosan 16 normal kéldékzsindrbdl is preparaltunk kontrollként
hasonlé médszerrel sejteket.

A tenyésztés sordn a sejteken megfigyelt jelenségek a kovetkez6kben 0sszegezhetbk: 1. A coeliakids sejtek
fenntartdsa nehezebb kozvetlen a preparalads utdn és az elsé 3-4 passage idején, ha ezt tulélik, konnyebben
tenyészthetGk. 2. A sejtek érzékenyebbek a médium FBS tartalmdra, ezért szamukra optimalizalni kellett a
tapfolyadék osszetételét. A 2% FBS tartalmu gyari endothel mediumok helyett 10%-os FBS tartalmu 10%
Endothelial Growth Mediummal (EGM2, Lonza) kiegészitett médiumot alkalmaztunk a Debreceni Egyetemen
kordbban szokasos endothel médium helyett. 3. A coeliakids sejtek letapaddsa a normal sejtekhez
viszonyitva csokkent, de fibronektinnel bevont felszin alkalmazasa és TG2 hozzdadasa javitja a csokkent
adhéziot. A csokkent adhézié miatt a normal sejteknél gyakoribb a lekerekitett alak felvétele, kiilondsen
médiumcsere utan, amikor a sejtek egy része felvalhat. 4. A coeliakias sejtek fokozottan érzékenyek a
motilitast fokozo anyagokra (tobbek kozott pl. a nagyobb koncentracidéban alkalmazott EGM2-re), ha
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el6zetesen stressz éri Gket vagy eleve rosszabb dllapotban vannak. Ezért a tovabbiakban az igazolt coeliakids
sejtek és kontroll sejtek felhasznaldsaval ezeket a jelenségeket vizsgdltuk részletesebben.

Mivel a primer sejtek osztéddasi képessége korlatozott, a kisérletekhez szlikséges sejtmennyiség biztositasa
érdekében 5 coeliakids és 4 kontroll sejtvonalat pBABE vektorral bevitt telomeraz segitségével sikeresen
immortalizaltunk. Az immortalizalt coeliakids sejtek adhézids tulajdonsagai hasonldak voltak az eredeti
sejtekhez, de gyorsabb és erételjesebb szaporodasi képességiik miatt jobban birtak a médium valtozasokat
és az EGM2-t. Az sejthadhéziot és proliferaciét resorufin assay alkalmazdsdval mértiik. A tapfolyadékhoz
adott resazurin a sejtek metabolizmusa soran voros fluoreszcencidt ado resorufinnal alakul at, mely
fluorescens readerrel mérhetd és ezaltal a sejtszam valds id6ben torténé kovetését teszi lehetévé. Az
adhéziés méréseket — az elfogadott standardoknak megfelel6en — alacsony szérum tartalmud médiumban
legalabb 12 6rat at tartd elGkezelés mellett végeztiik. A teljesen szérummentes vagy 0.1%-0s médiumban
torténd éheztetést sem a kontroll, sem a coeliakias endothel sejtek nem birtak, a legkifejezettebb kiilonbség
a két csoport kozott 1% FBS mellett adddott, ha az EGM2-t is megvontuk. Viszont EGM2 mellett gyakorlatilag
alig volt kiilonbség. Ez egyrészt arra utal, hogy a sejteknek adott ndvekedési faktorok segitik az adhéziés
molekuldk képzését és a kompenzacidt, masrészt azt jelzi, hogy a coeliakidban csokkent adhézidért felel6s
anyagcsereut mas metabolikus utakon athidalhatd.

A coeliakidval kapcsolatos eltérések vizsgdlata soran elemeztiik a sejtekben taldlhaté TG2 mennyiségét és
eloszldsat. Az endothel sejtekben a specifikus mRNS szint valtozatos értékeket adott, annak megfelelSen,
hogy a TG2 expresszid dinamikusan valtozhat, de nem volt kiilonbség a coeliakids és a tobbi sejtek kozott és
festéssel sem észleltlink kiilonbséget. Az endothel sejtekben igen sok citoplazmatikus TG2 taldlhatd, de az
izomsejtekben viszont a TG2 mennyisége kevesebb és az intracellularis TG2-t felismer{ festéssel azt a
coeliakias sejtekben f6ként az aktin filamentumokkal és talinnal szorosan asszocialtnak talaltuk, mig a
normal sejtekben sokkal diffizabb megjelenést mutatott. Ezért a tovdbbiakban time lapse kisérletekkel
vizsgaltuk az aktin haldzat és a talin kapcsolatat, melyhez Cell-light® fluoreszcens GFP-talint és RFP-aktint
alkalmaztunk, azonban ennek soran a vartnal tébb technikai nehézséggel szembesiiltiink. Mig az izomjellegii
mesenchymdlis sejtekben igen j6 és stabil kettds expresszidt értiink el, a primer endothél sejtekben a
transzdukcié effektivitasa Iényegesen alacsonyabb volt, valamint az egyes reagens szériak nem voltak azonos
mindséglek. Ezért a kiilonféle sejtvonalak 6sszehasonlitasa Iényegesen tobb id6t igényelt, mint terveztiik.
Ezen felll a szokdsos mozgdképes rogzités helyett rovid felvételeket kellett alkalmaznunk kézvetlen az
inkubator mellett, mert a coeliakids sejtek a rendszeres fluoreszcens fénnyel torténd exponaldsok mellett
(még az UV gerjesztést is elhagyva) elpusztultak, mely arra utal, hogy ez szamukra nehezen tolerdlhaté
stressz jelentett. Az OTKA szakmai kollégium engedélyével atcsoportositasbdl beszerzett fluoreszcens
fotofeltéttel azonban jol értékelhet6 képeket sikeriilt késziteni, melyek a talinnal asszocidlt cytoskeleton
csokkent dinamikdjat, deformalddasat, a plazmamembranrdl valé gyakori levalasat és a centroszoma kordli
0sszecsapzddasat mutatjak. Bar nem zarhato ki, hogy a GFP-talin megzavarja a fiziolégids interakcidkat és
magas expresszids szint esetén mltermékekhez vezet, a coeliakids sejtekben ezek a jelenségek jol
reprodukaldan és sokkal gyakrabban fordultak el§, mint az azonos mdédon kezelt egyéb rizikd sejtekben vagy
normal kontrollokban.

GFP-Talin coeliakias (baloldalt, z6ld) és normél sejtben (jobboldalt). EI6 sejteken késziilt fluoreszcens felvételek. Sejtmagok jelélése
vitalis Hoechst festékkel (kék)



A Lipoma-preferred partner protein (Lpp) lehetséges pathomechanikai szerepének vizsgdlata

Téth B, Bogati R, Kiraly R, Simon-Vecsei Z,Caja S, Barta-T6th B, Nadalutti C, Lindfors K, Markku Maki, Laszlé Fésls L,Korponay-Szabo |
Lipoma-preferred partner protein (Ipp), a genetic marker for coeliac disease predisposition is interacting with transglutaminase2
46th Annual Meeting of the ESPGHAN, London, 2013

Bogati R.
Rekombinans lipoma-preferred partner protein készitése és molekularis interakcidinak vizsgalata
Diplomamunka 2013

Az Lpp 612 aminosav hosszusagu adhézids protein, melynek N-terminalis prolin-gazdag régidjaban szamos
gliadin homoldg szekvenciarész talalhaté. A Lpp nem kédold génszakaszain Iévé 4 SNP polimorfizmus
statisztikailag szignifikansan gyakoribb a coeliakidsokban (Hunt Nat Genet. 2008;40:395-402). Ez felvetette
annak lehetdségét, hogy mas olyan variaciok is el6fordulhatnak a fehérjében, melyek révén az érintettek a
glutenre kérosan reagalhatnak. A glutenre hasonlitd normal Lpp szekvencidkra a thymusban fiziolégidsan
kialakulé T-sejt tolerancia defektiv lehet, vagy a gliadinra hasonlité szekvencidkhoz kapcsolédd két6dési
partnerek normalis mkodését megzavarhatjak az étellel fogyasztott glutenbdl szarmazé peptidek. Az Lpp
N-terminalis régidjdhoz harom LIM domén kapcsolédik, melyek az effektor mechnizmusokban, a nuklealis
traszportban és a protein-protein interakcidkban jatszanak szerepet. Ismert, hogy az Lpp kapcsolédik az
alabbi fehérjékhez: alfa-aktin, VASP (vazodilatator-stimulalt foszfoprotein) LASP-1 (LIM és SH3 domén
protein 1), palladin. Az Lpp nagy mennyiségben elsGsorban simaizomsejtekben expresszalddik, de eléfordul
endothel sejtekben is.

LPP [Homo sapiens]

GenBank: AAC50739.1 Darnain 414 — 473 60 LI zinc-binding 1
GenPept Graphics Darnain 474 — 534 61 LI zinc-binding 2

>gi[1537030|gb|AAC50739.1| LPP [Homo sapiens] . L
MSHPSWLPPKSTGEPLGHVPARMETTHSFGNPSISVSTQQPPKKFAPVVAPKPKYNPYKQPGGEGDFLPP  D2main 535 - 603 B9 LM zinc-binding 3
PPPPLDDSSALPSISGNFPPPPPLDEEAFKVQGNPGGKTLEERRSSLDAEIDSLTSILADLECSSPYKPR Compositional bias 41 -370 330 Pro-rich
PPQSSTGSTASPPVSTPVTGHKRMVIPNQPPLTATKKSTLKPQPAPQAGPIPVAPIGTLKPQPQPVPASY
TTASTSSRPTFNVQVKSAQPSPHYMAAPSSGQIYGSGPQGYNTQPVPVSGQCPPPSTRGGMDYAYIPPPG
LQPEPGYGYAPNQGRYYEGYYAAGPGYGGRNDSDPTYGQQGHPNTWKREPGY TPPGAGNQNPPGMYPVTG
PKKTYITDPVSAPCAPPLQPKGGHSGQLGPSSVAPSFRPEDELEHLTKKMLYDMENPPADEYFGRCARCG
ENVVGEGTGCTAMDQVFHVDCFTCIICNNKLRGQPFYAVEKKAYCEPCYINTLEQCNVCSKPIMERILRA
TGKAYHPHCFTCVMCHRSLDGIPFTVDAGGLIHCIEDFHKKFAPRCSVCKEPIMPAPGQEETVRIVALDR
DFHVHCYRCEDCGGLLSEGDNQGCYPLDGHILCKTCNSARIRVLTAKASTDL

A human Lpp fehérje aminosav szekvenciaja (gluten homoldég részek alahuzassal jelblve) és doménszerkezete

Kisérleteinkben megallapitottuk, hogy az Lpp mRNS expresszid nem kiilonbozik coeliakids és nem coeliakias
vékonybélbiopsias mintakban (n=11) és endothel sejtvonalakban (n=4) és a fehérje festésével sem kaptunk
eltér6 eredményeket. Az altalunk elkészitett rekombinans human Lpp megfelel6 térszerkezet( és specifikus
antitest reagensek szamara jol felismerhetd, viszont a coeliakids szérum antitestek szamadra nem volt
jelentds antigén - bar a coeliakias mintak szignifikdnsan magasabb reaktivitast (median 0.114) adtak ELISA
vizsgélattal, mint a normal kontrollok (0.036, p<0.005).
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Az Lpp szekvenciajat 47 coeliakias betegben vizsgaltuk, akik kozil a coeliakidra hajlamositd rs1464510
polimorfizmus T alléljét 36-an hordoztak homozigdta vagy heterozigdta formaban. A heterozigétaknal kilén
csoportban vizsgaltuk a sulyos klinikai prezentacié (malabszorpcid) miatt és a csaladtagként tiinetmentesen
diagnosztizalt (silent) betegeket.

CD patients rs1464510 Number of samples
G GG 11
H GT (malabsorption) 12
S GT (mild or silent) 12
T TT 12

Az N-termindlis gliadin homoldg szekvencidkat specifikus primerekkel, a harom LIM domént Roche amplikon
konyvtarban szerepl6 panelekkel (amplikon 3,4) vizsgaltuk. Az N-termindlis szakaszon egyik betegben sem
talaltunk eltérést, a LIM doménekben egy betegnél és 2 kontrollnal aminosav cserét nem okozé varaciot (535
CGA—CGG) mutattunk ki. Adataink alapjan elvethet6 Lpp germ-line mutacié oki szerepe a coeliakia
kialakuldsdban, de tovabb vizsgaltuk, hogy a normal szerkezet(i Lpp fehérje kdlcsdnhatdsai révén szerepet
jatszhat-e a coeliakidhoz vezet6 molekuldris mechanizmusokban.

A coeliakids TG2 autoantigén és az Lpp fehérje direkt molekularis kélcsénhatasat in vitro és in vivo is
bizonyitottuk. A plasmon surface rezonancia vizsgalattal a human rekombinans TG2 és Lpp 1.6x10° Kd
értékkel jellemezhetd erés interakcidt mutatott. A kodlcsdnhatas kifejezettebb a TG2 nyitott formajaval.
Domén mutansokkal végzett mérések alapjan a kélcsénhatasban a TG2 core és C-termindlis doménje is részt
vesz, azonban nem sziikséges hozza a TG2 enzimaktivitdsa, mivel a két6dés a C277S aktiv hely mutdns TG2
fehérjével is |étrejon. A két fehérje ko-lokalizaciéjat multicolor immunfluoreszcens vizsgalatokkal
szovetmetszeteken és sejtkultiraban is kimutattuk. Az Lpp és TG2 kélcsdénhatasban a TG2 intracellularis,
aktin filamentumokkal asszocialt formaja vesz részt, mig az ezt a format felismerd antitestek az
extracellularis TG2-t nem ismerik fel, igy feltehet6, hogy az Lpp kotédéshez specidlis TG2 konformacio
szlikséges. Az Lpp és TG2 kozos localizacidja megfigyelhetd volt az adhézids komplexekben és a
lamellipodiumokban is, azonban itt mindkét fehérje felismeréséhez ismét eltérd epitdp specificitasu antitest
reagensek kellettek. A TG2-t a coeliakids epitdppal interferalé MAb885 vagy a fibronektin kdtéhelyre
specifikus 4G3 antitest ismerte fel az adhéziés komplexekben, a szokvanyos reagensek alig. Az Lpp-t az
adhézids komplexekben egy monoklonalis nydl antitesttel lehetett Iathatéva tenni, mig az Lpp 318-334
peptidre specifikus egér antitesttel nem. Sajnos a gyarté a nyudl monoklonadlis antitest immunogén peptidjére
vonatkozd informaciot nem hozza nyilvanossagra, igy csak azt a kovetkeztetést tudjuk levonni, hogy a
komplexben a 318-334 aminosavak involvaltak és fedésbe keriilnek, nem hozzaférhetdk.

Kinetic analysis of the LPP-TG2 interaction Binding of recombinant LPP to
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Lpp (piros) és TG2 (zéld) endothel sejtekben

Téth B, Barta-Téth B, Ujhazi B, Nemes E, Gyimesi J, Caja S, Kerekes T, Lindfors K, Nadalutti C, Fésiis L,Maki M, Korponay-Szabé IR.
A sejtadhéziés anyagcsereutak zavara coeliakias betegek koldokzsinér endotél sejtjeiben
A Magyar Gyermek-Gasztroenteroldgiai Tarsasag 4. kongresszusa, Hajdészoboszlo, 2014

Téth B, Kiraly R, Simon-Vecsei Z, Caja S, Barta-Téth B,Bogati R, Nadalutti C, Lindfors K, Markku Maki, Laszlé Fésls L,Korponay-Szabo |
Primary deficiency in cellular adhesion in coeliac disease manifest in umbilical cord endothelial cells at birth and related to the
lipoma-preferred partner (Lpp) protein pathway

submitted manuscript
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Az Lpp coeliakidban betoltott szerepének tovabbi vizsgdlatara normal és coeliakids sejtekben csendesitési
kisérleteket végeztiink. Az Lpp-t pLKO Tet-On vektorral bevitt Lpp-specifikus szekvencidval csendesitettiik,
melyek hatdsa doxycyclinnel indukalhatd. A vektorokat el6zetesen Hela sejteken optimalizaltuk. A
kisérletekhez 4 normal és 4 coeliakids beteg kdldokzsindrbdl preparalt ujsziilottkori, pBABE vektorral bevitt
telomerdazzal immortalizalt sejtjeit hasznaltuk, azaz a coeliakids sejteket médunk volt még a gluten hatas és a
betegség kialakuldsa el6tti dllapotukban tanulmanyozni. Az Lpp mRNS jelentds csokkenése mar 72 éra utan
mérhet6 volt, a fehérje azonban immunfluoreszcens detektdldssal csak 17 nap utan tlint el az adhézids
komplexekbél, ami az Lpp strukturalis jellegével magyarazhaté.

LPP-silenced HUVECs - WB

2

relative density
(LPPIGAPDH)
= e =
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Lp (z6ld) és vinculin (piros) fehée kiutatés scramble vektorral kezelt (A) és Lpp-csendesitett (B) coeliakias sejtekben

Az Lpp csendesitett sejtek a scramble szekvencidval kezelt kontroll sejtekhez képest mind a normal, mind a
coeliakias sejtek esetében szignifikdnsan csokkent adhézidt és proliferdciét mutattak. A vizsgalatokat
resorufin hozzaadasaval real time sejtszam méréssel végeztiik, 1 dra adhézids id6 utan. Mivel a coeliakids
sejtek mar eleve csokkent adhézids képességgel rendelkeztek, és ez tovabb, gyakran kritikus értékre
csokkent az Lpp csendesités utdn, a kisérleteket kollagén felszinre torténd adhézio vizsgalatdval is
kiegészitettiik, mely kedvez6en befolydsolta a coeliakias sejtek tulélését. Az 6sszehasonlitas érdekében
minden kisérleti elrendezésben az 1 dra alatt letapadé sejtek szdzalékos aranyat szamitottuk ki az 6sszes
letapadt sejthez viszonyitva. Ennek alapjan az Lpp csendesités nagyjabdl hasonlé mértékben csokkentette a
normal (dbran C, control) és coeliakias (P, patient) sejtek letapaddsat a kiinduldsi szintekhez képest, igy arra
utalt, hogy az eredetileg mar fennallé kiilonbségért elsédlegesen nem az Lpp funkcidzavara felel6s. A
coeliakia szempontjabdl fontosnak tartottuk azt is megvizsgalni, hogy a TG2 csokkentése miképp befolyasolja
az Lpp hidnyos sejtek viselkedését. A TG2 csendesitést azonban sem a normal, sem a coeliakias sejtek nem
tolerdltak, Lpp csendesités nélkiil sem. Tekintettel arra, hogy az extracelluldris TG2 gatldsa vagy coeliakids
anti-TG2 antitestek hozzdaddasa is csokkenti normal sejtek adhézidjat, az Lpp csendesitést anti-TG2 antitestek
egyidejd adasaval kombinaltuk. A 4.1-es VH5 szerkezetd humdan IgG kldnozott coeliakias antitest azonban
nem befolydsolta szdmottevéen a sejtek viselkedését, ezért human placentabdl (frissen diagnosztizalt
coeliakias szUl6 n6tél) tisztitott természetes coeliakias IgA antitesteket alkalmaztunk, melyek a szévetekben
lerakédott antitesteket reprezentaljak. Epitdp teszteléssel kimutattuk, hogy ezek az antitestek (hasonléan az
egyéb szovetekben, pl. a myocardiumban kimutatott pathogén antitestekhez) a 2-es TG2 epitdpra kot6dnek,
azaz a VH3 szerkezetnek megfelel6 tulajdonsaguak. A placentabdl tisztitott TG2-specifikus IgA (abran +Ab)
adhézidra kifejtett negativ hatdsa kifejezettebb volt a coeliakias sejteken, kilénésen akkor, ha egyidejlleg az
Lpp-t is csendesitettiik. Ezzel szemben a normal sejtek adhézidja alig valtozott.
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Onmagéban az Lpp csendesités nem okozott jelentds eltérést a legtébb adhézids fehérje és kotédési partner
MRNS expresszidjaban, mig a TG2 esetében valtozo értékeket kaptunk az egyes sejtvonalaknal. Amennyiben
azonban anti-TG2 antitesteket is alkalmaztunk egyidej(ileg, a coeliakias sejtek nagymértékd szelektiv FAK
emelkedéssel reagdltak, mely arra utal, hogy az Lpp és TG2 egyttes kikapcsoldsara fokozottan érzékenyek és
a FAK emelkedést kompenzacids mechanizmusként hasznaljak. A FAK emelkedés létrejott nemcsak a
coeliakia-specifikus IgA hozzaadasa esetén, hanem akkor is, ha mas epitdpra haté kereskedelmi anti-TG2
antitestek (TG100, NeoMarkers) alkalmaztunk.

control IgA specific IgA TG100
0.001 0.001 0.001
0.001
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Eredményeink 6sszhangban vannak Nanayakkara és mtsai id6kdzben megjelent kbzleményével (PLoS One.
2013;8:€79763), ahol mar diagnosztizalt és diétat folytato coeliakias betegek bérébdl illetve vékonybélbdl
preparalt fibroblastoknal fokozott FAK tartalmat mutattak ki. Ugyanakkor sajat kisérleteink azt is igazoljak,
hogy a FAK emelkedés eredetileg nem all fenn, csak a sejtekre hatd kényszerit6 koriilmények kézott jon
létre, pl. az Lpp tartalom (vagy mas adhézids komponens) csokkenésekor a TG2-t zavaré masodik
mechanizmus (antitestek) hatdsara, viszont megfelel korilmények kozott mar a coeliakia klinikai kialakuldsa
el6tt kivalthatd. Ezzel az elsé olyan specifikus eltérést azonositottuk, mely a coeliakids betegek eleve
meglévd sejtszintl defektusara utal, és melyre diagnosztikus vizsgdlatokat érdemes tervezni a betegség
el6rejelzése céljabol. Az adhézids mechanizmusok mechanikai erét képez6 tébbszords protein-protein
interakcién alapulnak, melyek additivak és a FAK emelkedés kompenzalhatja mds adhezids anyagcsere
utvonal defektusat. A FAK az integrinek atrendezédése révén tobbféle mechanizmussal is emelkedhet,
melyekben az antitestek és az extracellularis TG2 is szerepel jatszik (attekinté abra Belkin utan).
Osszességében az eredmények azt igazoljik, hogy a coeliakias sejtek eredendd defektiv anyagcsere Utvonala
az Lpp és TG2 mellett valamely mas redundans adhéziés utvonalon lehet, melynek kedvezétlen hatasat a
sejtek egész addig kompenzalni képesek, amig az Lpp és a TG2 miikddése nem szenved zavart. A coeliakia
pathomechanizmus sordn kialakuld eltérések viszont ezt a kompenzaciét megbolygatva vezethetnek kéros
kovetkezményekhez.
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Az Lpp szerepének értékeléséhez eredetileg terveztiik Lpp-/- egér sejtek vizsgalatat is, de az allatmodellt
kollaboracio keretében nem sikerilt megszerezni. Az Lpp-/- egeret kifejleszt6 kutatdcsoport id6kdzben
feloszlott, a szerz6k a megkeresésekre egydltalan nem is valaszoltak, az elsd szerzé feltehet6en abbahagyta
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az ezzel foglalkozo (Ph.D) munkajat. Mivel az Lpp-/- egérnél az eredeti kozlemény szerint 6nmagaban az Lpp
hidnya miatt nem alakul ki boholyatrophia és sajat kutatasaink azt mutattak, hogy a bioldgiai hatdssal
rendelkezd VH3 tipusu anti-TG2 coeliakids antitestek human-specifikusak, azaz nem ismerik fel az egér TG2-t
és atymikus egéren sincs hatasuk, az Lpp-/- egérmodell sajat kifejlesztését nem tartottuk érdemesnek és
célravezetdnek. Ezért a tovabbiakban egyrészt modellként hasznosithaté humdn anyagokon vizsgéltuk a
molekuldris mechanizmusokat, masrészt vizsgalatainkat mas adhéziés molekuldkra is kiterjesztettiik.

Korponay-Szabo IR, Téth B, Ujhazi B, Fésis L, Zilahi E, Maki M, Felszeghy E, Mogyordésy G.
Molecular basis for the myocardium involvement in coeliac disease
United European Gastroenterology Journal 2013;1:(Suppl 1) p. A579.

Biri B, Kiss B, Kiraly R, Schlosser G, Lang O, Kéhidai L, Fésus L, Nyitray L.

Metastasis-associated S100A4 is a specific amine donor and an activity-independent binding partner of transglutaminase-2.
Biochem J. 2016 Jan 1;473(1):31-42.

Impakt faktor: 3.582

A sulyos szivelégtelenséggel jelentkezé coeliakids betegek myocardium mintdiban az endomysiumon
lerakddott anti-TG2 antitesteket taldltunk, ezért vizsgaltuk az izomsejtek egyéb alkotdrészeit, tobbek kozott
Z vonal proteineket és a dystrophint is, bar ezekben defektiv mennyiséget vagy elrendezédést kimutatni nem
sikertlt. Egy kollaboralé csoporttal kozosen a TG2 és az S100A4 fehérje direkt kotédését szintén leirtuk. Az
S100A4 a myosinnal kapcsolddva részt vesz a cytoskeleton stabilizdldsaban, a sejtek mozgdsaban és az
adhézidban, kozvetlenil kapcsolddni tud a talinnal (Indo, J Clin Biochem Nutr. 2015;57:13-20) és az
integrinekkel is. Coeliakids endothel sejtekben nem észleltiink kéros elrendez6dést, viszont az izomsejtekben
fokozott, az aktin halézathoz k6t6d6 S100A4 expresszidt talaltunk, melynek tovabbi vizsgalatat tervezziik.
Megemlitendd, hogy a gluten homoldgiat vizsgald tovabbi kisérleteink (Id. lejjebb) szintén azonositottak
tovabbi adhéziés molekuldkat, melyeket érdemes tovabb vizsgalni.

A

C

A S100A4 fehérje expresszibja coeliakias endothel (A:interfazis, B:oszlas soran) sejtekben és izomsejtekben (C)

A glutenvdlasz finomabb analizise mimikri lehetéségének elbirdldsdra

Korponay-Szabo IR, Koletzko S, Gyimesi J, Castillejo G, Mummert E, Bravi E, Ribes-Koninckx C, Polanco I, Shamir R, Kolacek
S;Troncone R;Mearin ML

Evolution and HLA-association of the early infantile gliadin antibody response in a high-risk cohort for coeliac disease.
United European Gastroenterology Journal 2013;1:A581.

lima R Korponay-Szab¢ IR, Srinivasan B, Pahr S, Werkstetter K, Gyimesi J, Mearin ML, Valenta R, Koletzko S

Analysis of the early infantile gliadin antibody response by recombinant food allergen microarray and prospective evaluation of
a protective role

49th Annual Meeting of the ESPGHAN, Athens, 2016

Mivel megfeleld dllatmodell tovabbra sem all rendelkezésre, a glutenre adott primer immunvalasz
molekuldris mechanizmusainak értékelésére felhaszndltuk azt a prospektiv, fiatal csecsem&kon végzett,
rendomizalt, kettds vak vizsgalatot, ahol 4 hdnapos korban a gyermekek azonos mennyiségi, napi 100 mg
tisztitott glutenport kaptak az A csoportban, mig a B csoportban placebot, és ezzel Iényegében idedlis human
kisérletnek megfelel6 elrendezés alakult ki. A vizsgalat célja eredetileg oralis tolerancia kialakitasa volt
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ezekkel az igen alacsony gluten mennyiségekkel (Vriezinga, 2014). Azonban mar a kezdeti eredmények
alapjan nyilvanvaléva valt, hogy a napi 100 mg gluten er6sen immunogén és az egészséges gyermekek is
immunvalaszt alakitanak ki. A jelen tanulmanyban a kovetési id6 alatt (4,6,9,12,24 és 36 hdnapos kor) levett
vérmintakbdl kiegészit6 vizsgalatokat végeztiink. Meghataroztuk a deamidalt és nem deamidalt gluten
peptidek elleni antitest valaszt, majd MedAll chip alkalmazdasaval vizsgaltuk az egyéb buzafehérjék (n=25) és
taplalékfehérjék (n=152) elleni IgA és IgG reaktivitast. Ezen kiviil a vad TG2(Val224) és annak epitdp mutansai
is szerepeltek a chip-re kotott antigének kozott, annak megallapitasara, hogy az autoimmunitas mikor
kezd6dik és milyen kezdeti TG2 epitdpokat érint. Az eredményeket 3 éves korban, a randomizaciés kddok
felnyitasa utan értékeltiik. Megallapithatd, hogy 6 hdnapos korban a fogyasztott gluten peptidek elleni IgA és
IgG antitest reaktivitas 92.7% megbizhatdsaggal (accuracy) jelzi, hogy ki kapott és ki nem kapott glutent, a
ROC gorbe alatti teriilet 0.961 volt. Az antitestvdlasz azokra a frakcidkra rendre kialakult, amelyet benne
voltak a tisztitott gluten porokban (deamidalt (DGP) és gamma-gliadinok (GG1), magas (HMW) és alacsony
molsulyd (LMW) gluteninek, amylase-trypsin inhibitorok (ATls)). Viszont a nem gluten fehérjék elleni valasz
(pl.LTP) csak akkor kezdett emelkedni, amikor a gyermekek a porok utan mar szokdasos élelmiszerekben is
kaptak buzalisztet. Az eredményekben meglepd, hogy az egészséges gyermekek is reagaltak deamidalt
gluten peptidek elleni antitestek képzésével, holott ezek jelenlétét korabban coeliakidra specifikusnak és
diagnosztikus érték(linek tartottak. Viszont a TG2 elleni reaktivitas a fiatal korban klinikai diagnosztizalt
coeliakidsokkal egyez6 epitdpokra kezd6dott és specifikusan csak a betegség megjelenésekor valt
észlelhet6vé. Ezzel egyidejlileg az epitdp specifitds detektaldsara kialakitott kit diagnosztikus validalasa is
megtortént.
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A deamidalt gliadin elleni antitestek és lehetséges emlés-keresztreagal6 fehérjék vizsgalata
Diplomamunka, 2016

Az el6z6 tanulmanyban fiatal életkorban vizsgalt gyermekek savéjaban taldlt DGP-ellenes antitesteket
haszndltuk fel a coeliakia kialakuldsaban feltételezett keresztreakcid illetve mimikri értékelésére és specifikus
voltanak vizsgdlatara. Elsé |épésként CnBr aktivalt oszlophoz kozo6tt deamidalt peptidek segitségével
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megtisztitottuk a specifikus IgA és IgG antitesteket, majd protein G oszlop segitségével tovabb tisztitottuk a
készitményeket. Manifeszt coelidkidban szenvedd gyermekek (A, n=5), valamint DGP antitest pozitiv,
késGbb coeliakiassa valt (B, n=3) és DGP antitest pozitiv, de kés6bb coeliakidssa nem valt csecsemdk
savojabal (C, n=3) készitettlink antitesteket. A megtisztitott antitestek ELISA vizsgalat szerint specifikusak
voltak a deamidalt gluten szekvenciakra.

A tisztitott DGP antitestekkel sejtlizatumokat és szévetkivonatokat vizsgdltunk keresztreagaléd eml&sfehérjék
kimutatdsara Western blot és ELISA mddszerrel, valamint bio-layer interferometridval (Bli) ForteBio Octet
készliléken, mely direkt molekuldris interakcidkat mér optikai eszk6zokkel, ahol nincs sziikség szekunder
jelold antitestekre az interakcids partnerek detektaldsdra. Az Octet késziiléken kollaboracid keretében a
Tamperei Egyetemen (Finnorszag) volt lehetdséglink mérni. A jelolésmentes mérési technikara azért volt
szlikség, mert a kisérletek egy szakaszaban az interakciét add kotddési partnerek kiléte nem volt ismert és
azokat antitesttel kozvetlenil felismerni nem tudtuk. Mivel korabbi eredményeink (Korponay és mtsai JPGN
2008;46:253-61) szerint az elsédleges keresztreakcio a TG2 antigénnel mar bizonyitott, ezt elkerilendd, TG2
hidnyos rendszerekben dolgoztunk. Egyrészt TG2-/- egér szbvetlizatumokbdl (maj, sziv) és TG2-/- egér aorta
szegmensekbdl preparalt primer mesenchymalis sejtkultura sejtlizatumbdl tisztitottunk. Masrészt olyan
human, intézetlinkben rendelkezésre all6 promyelocytas leukemia sejtvonalat (NB4) alkalmaztunk, melyben
a TG2 expresszidt kordbban stabil transzfekcioval csendesitették (NB4TG2-KD). Az NB4TG2-KD és a kiindulasi
NB4 sejteket egyarant all-transz retinsavval kezeltiik, mely fokozza a TG2 expressziot, igy ellendriztiik, hogy a
KD sejtek tényleg nem képesek TG2 termelésére. Az A, B és C csoportban 1év6 személyekbdl tisztitott anti-
DGP antitestek egyforman jol felismerték a DGP peptideket, aviditasukban sem volt kiilénbség. Azonban az A
csoport-beli savokbodl 1ényegesen tobb antitest volt nyerhet8. A manifeszt coeliakias (A) és a csecsemdkori
elsd glutenbevitelkor termelt antitestek (B,C) nem kiilonboztek az egér illetve NB4 lizatumokkal adott
reakcidoban sem. Minden preparatumban elsésorban anti-lgG reaktivitast taldltunk, specifikus sdvokat nem.
Nem volt tovabba kilénbség a vad és TG2-/- illetve a normal és TG2-KD lizatumok k6z6tt sem Western blot
vizsgalatok alapjan. Ennek ellenére, ELISA mérésekben megallapithaté volt, hogy a lizdtumokban 1évé
alkotérészek zavarjak a tisztitott anti-DGP antitestek kot6dését a DGP-hez. Ez a kompeticid a TG2-hidnyos
mintakban kifejezettebb volt, mint a normal szévetlizatumokban. A tovabbi vizsgdlatok azt mutattak, hogy a
lizatumban a DGP-hez kot6d6 fehérjék vannak, mert a jel csokkenése akkor is bekdvetkezett az ELISA
reakcidban, ha a DGP-t el6szor a lizatummal inkubaltuk és az anti-DGP antitesteket csak annak lemosésa
utdn adtuk hozza.

DGP+lys+ahlgG (1)

1,500

DGP+ys+DGPAb+ahlgG (1)

1,000

B DGP+lys incubated with DGPAb+ahlgG
(nn

0oD450

0,500

0,000

Ezt kovetSen a DGP antigént kovalens kétést eredményezd reakcidval magneses gyongyokre kotottik, és
nagyobb mennyiség(i TG2-/- lizdtumbdl (maj, sejtlizdtum) megtisztitottuk a DGP-reaktiv fehérjéket, majd a
gélbdl kivagott sdvokat LC-MS-MS vizsgalattal analizaltuk. A tisztitott eluatumok az Octet késziilékkel tortént
direkt interakciés mérés soran specifikusan és dézis-dependensen reagaltak a f6 deamidalt gliadin peptiddel
(PLQPEQPFP), mig annak nem deamidalt nativ peptidjével (PLQPQQPFP) és irrelevans random peptiddel
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nem. A kotédési gorbébdl [athatd, hogy magas affinitasu kotédésrél van szd, a korrekt Kd értéket azonban az
interakciét ado molekula(k) pontos molekulatomegének ismerete nélkil egyelére nem tudtuk kiszamitani. A
lizatumok az altalunk korabban vizsgdlt extracellularis és sejtes fehérjékkel (fibronektin, vinculin, Lpp,
calreticulin) nem adtak jelet.

A B

Bio-layer interferometrias g6rbe streptavidin felszinre régzitett biotin-SGGPLQPEQPFP, biotin-GGPLQPQQPFP és irrelevans biotinilalt
peptiddel. A TG2-/- majszbvetbdl megtisztitott DGP-interaktans fehérje specifikus (A) és dézis-dependens (B) kétédése a deamidalt
Sszekvenciahoz

A tisztitott sejtkivonatok Coomassie festéssel csak igen halvany savokat adtak, de a membranban
szétvalasztott fehérjéket DGP peptiddel majd anti-DGP antitesttel kezelve jelent8s savok mutatkoztak,
elsGsorban a 250kD feletti tartomanyban, ugyanakkor egyes preparalasoknal 64 kD és 120 kD koriil is
kaptunk jelet. A 64 kD sav tomegspektrometrias analizisével els6sorban mitochondrialis enzimeket és
citoplazmatikus egér fehérjéket valamint actinin-4-t azonositottunk, a 120 kD sdvban csupdn 2 egér fehérje
volt: aktin és AHNAK fragmentumok. Az AHNAK 600 kD molekulatomeg( 6rias, pdlcaszerd adhézids fehérje,
melynek ismert a kdlcsonhatdsa az S100 fehérjékkel és mas sejtmotilitasban szerepet jatszo
komponensekkel. Az egér és human AHNAK jelentds homoldgiat mutat. A tomegspektrometrids analizis
egérspecifikus szekvencidkat mutatott, de ez az eredmény nem zarja ki, hogy a tisztitasi Iépés soran a fehérje
olyan szekvencidval kot6dott a DGP gyongyokhoz, mely kozos a human AHNAK szerkezetével. Jelenleg
tovabbi vizsgdlatokat végziink annak igazoldsdra, hogy a magas kD savokban kapott jel is AHNAK-nak
tulajdonithato-e. Feltehet6, hogy a tisztitasi Iépések soran egy ilyen nagy protein degradalddhat, ezért jelent
meg az alacsonyabb savokban is.

123 4 1234

c-actinin

DGP peptiddel tisztitott TG2-/- egér maj lizatum gélképei. 1-lizatum, 2-atfolyd, 3-moso, 4-eluatum a magneses gyéngydkrél. A jobboldali
képen DGP éd anti-DGP antitest hozzdadasaval immunblottal lathatova tett reaktiv savok

Az actinin-4 és az AHNAK relevans talalat lehet a coeliakia szempontjabdl. Az AHNAK jelentSs adapter a
cytoskeleton plazmamebranhoz valé rogzitésében, ezért érdekesnek latszik a coeliakias sejteken észlelt
rendellenes talin-asszocialt struktirak szempontjabdl is. A fehérje szekvenciajanak vizsgalata — dridsi mérete
miatt - varhatdan hosszabb id6t vesz majd igénybe. Az actinin-4 szintén fontos szerepet jatszik az aktin
filamentumokbdl képzett hdldzat merevitésében és ezért szintén kdzrejatszhat a cytoskeleton
abrnomitdsban. Valtozdasait a podocytakban leirtdk a diabeteses nephropathia létrejottében. Elképzelhetd,
hogy a bejutott glutenbél szarmazd DGP peptidek ezen strukturdkhoz vald kétédése kapcsolatos a coeliakia
pathomechanizmussal és szerepel a TG2 elleni autoimmunitas provokaldasaban. A vizsgalati eredmények
alapjat képezték egy Msc diplomamunkanak, melyet tovabbi adatokkal kiegészitve in extenso kdzleményben
megjelentetni szandékozunk.
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Epitop dokkoldsi eredmények és mimotop peptidek identifikaldsa

Kiss Z, Juhasz A, Gellért A, Korponay-Szabé IR.
Potencialis gliadin T-sejt mimotépok a human proteomban
Magyar Gyermekgasztroenterolégiai Tarsasag 4. kongresszusa, Hajdliszoboszl6, 2014

Juhasz A, Kiss Z, Gellért A, Korponay-Szabé IR.
Identification of potential human mimotopes of cereal gluten epitopes related to celiac disease
manuscript

A coeliakia egyik legfontosabb jellemzdje a dontéen deamidalt gluten peptidekre specifikus T lymphocytdk
jelenléte a vékonybélben, de ezek eredete pontosan nem tisztazott. Normal egyénekben —a gluten
fogyasztasa ellenére — ilyenek nem mutathaték ki, bar egyelére nem tisztazott, hogy a DGP ellenes
csecsem@kori antitest valaszban mas T-sejtek jatszanak-e szerepet. Kiinduld hipotézisiink az volt, hogy a
gliadin hasonlithat egyes humadn fehérjékre, igy normal koriilmények kdzott a thymusban ezekre kialakuld
immuntolerancia gatolja a glutenre kialakulé immunvaélasz eszkalacidjat. A coeliakias betegeknél lehetnek
variaciok vagy mutdcidk ezekben a fehérjékben, mely miatt az immuntolerancia mdasképp alakul ki vagy
egyaltalan nem jon létre, és igy a gluten bejutasakor reaktiv és triggerelhetd T sejtek megmaradnak.

A hipotézis vizsgalatara kisérletes és bioinformatikai eszk6zéket alkalmaztunk. 2000-ben Kumar és
munkatarsai (J.Mol.Biol. 2000; 300:1155-67) gliadin cDNS alkalmazasaval 4 lehetséges homologot talaltak,
akkor azonban még nem vették figyelembe, hogy a TG2 enzim altal generdlt gliadin deamidacié fontos a T-
sejt epitdp létrejottében, és nem alltak még rendelkezésre kristalyszerkezeti adatok a gliadin peptidek
dokkoldsdardl az antigén prezentacidban kdzrem(ikods HLA-DQ2 illetve DQ8 molekuldkon. Ezért sajat
vizsgalatainkban a coeliakias T sejtek szamara kisérletesen igazoltan felismerhet6 gluten peptidekbdl
indultunk ki. Mivel els6sorban 3 dimenziés mimikrit kerestlink, nyilvanvald volt, hogy egyszer( szekvencia
homoldgidval ezeket azonositani nem lehet. Az utdbbi években azonban jelentdsen fejlédtek a
bioinformatikai adatbazisok, mint pl. a human proteom, a gliadin epitép és DQ2/DQS8 prezentilt peptid
gyljtemények, valamint a molekularis modellezési és predikcids lehet&ségek (pl. molekularis dinamika
szimulacio, dokkolasi algoritmus programok), melyek alapjan definialhaté néhany horgonyzé oldallanc és ezt
alkalmazva értékelheté a szekvencia variaciok szélesebb skaldja is. A kezdeti taldlatok szlkitésére
figyelembe vettiik a kérdéses protein szoveti expresszids adatait, domén szerkezetét és strukturalisan
rendezetlen részeit, mert az autoantigének preferencialisan a rendezetlen részeken halmozédhatnak.
Emellett az adatokat funkcionalis annotdciét kovetden 6sszehasonlitottuk az ismert autoantigén
adatbazisokkal és megvizsgaltuk, hogy in silico emésztést kovetéen milyen peptidek képzédhetnek és azok
jelen vannak-e a lymphoid szovetekben leirt proteom adatokban. A részletes analizist a kristalyszerkezeti
adatok alapjan peptid-DQ (EpiDOCK) dokkoldé programokkal végeztiik. Els 1épésként definidltunk egy 43
peptidbdl allé core teszt peptidsort, mely tartalmazta az 6sszes leirt T-sejt reaktiv gluten szekvenciat és egy
136 nativ peptidbdl all6, ismerten MHC DQ2-re két6d6 pozitiv kontroll peptid készletet valamint
Osszedllitottunk egy negativ kontroll peptidkészletet, mely egyrészt egyenléen reprezentalt aminosavak
random nonapeptidjeibdl, az ismerten immunogén deamidalt peptidek random szekvenciaibdl valamint az
IEDB adatbazisban szerepl6 ligand assay adatok alapjan DQ-ra nem két6d6 ismert peptid szekvenciakbdl allt.
A Word size 2, BLOSUM®62 and PAM30 substitution matrices bedllitasokkal rovid szekvencidkra optimalizalt
elsé keresés 783 potencidlisan homoldg, legaldbb 9 aminosavas hézag nélkili alignment talalatot
eredményezett, 490 human fehérjében. A taldlatok 31%-a 6 gliadin peptid (FPPEQPFPQ, PQPEQPFPQ,
QQPEQPFPQ, QQPFPFQPQ, PQQSFPEQP and QLPEQPQQF) homolégjainak felelt meg. Egy 6sszehasonlitasul
egér fehérjékre inditott keresés 103 taldlatot eredményezett, de ezek kozel fele jelent6s homoldgiat
mutatott a human talalatokkal. A random és DQ dokkolasi képesség nélkiili peptid készletekkel végzett
kontroll keresések minddssze 29 olyan fehérjét (5.9%) talaltak, mely a gluten peptidekkel tortént kereséssel
atfedést mutatott, igy az adatok azt mutattdk, hogy a taldlatok nem véletlenszer(iek.
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A pozitiv talalatokat a DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) és
InterPro resources alkalmazdsdval értékelve a DQ2 peptid taldlatok a legjelentdsebb struktaralis és
funkcionalis tulajdonsagok alapjan f6ként zinc finger protein doméneket (22), szerin/threonin-protein kinase
domaineket (21), immunoglobulin-like proteineket (11), ankyrin repeat doméneket (10) ATPase core-t (10),
epidermal growth factor-like doméneket (9) tartalmaztak, a DQ8 peptidek zinc finger protein doméneket,
ankyrin repeat doméneket és calponin homology domént tartalmaztak. Feltling volt a talalt fehérjék kozott
ismét a cytoskeleton, adhézids és membran fehérjék gyakorisaga. Ezek kozil emlitést érdemel egy
transzglutaminaz peptid, a dystrobrevin, kiilonféle integrin alpha lancok, cadherinek, actinin és actin-koté
fehérjék, valamint filamentumok alkotdrészei.

Az eredmények tovabbi szlirésére a kdvetkezbket vettiik figyelembe: 1. mely fehérjék lehetnek jelen
extracellularisan, ahol a prezentacio esélye nagyobb, 2. melyek kapcsolatosak ismert autoantigénekkel, 3.
melyek jelennek a lymphaticus folyadékban, melynek 0sszetételére a kbzelmultban jé adatbazis jelent meg.
E szempontok alapjan szlkitve 58 fehérje latszott relevansnak.

A peptideket elemeztiik abbdl a szempontbdl is, hogy tartalmaznak-e lizoszémalis enzim hasitéhelyeket. A
fehérjék a lizoszomakban emészt6dnek az antigen prezentdcid el6tt, és ha kdzben a relevans peptidek
elhasadnak, az antigen prezentacid nagy valdszinliséggel elmarad. Ezért a tovdbbiakban csak azoknak a
peptideknek a dokkolasat végeztiik el, melyek in silico rezisztensnek latszottak az aldbbi enzimek hatdsaval
szemben: cTEC,mTEC,pDC,mDC, cathepsin B,D,H,S,X , AEP (asparagine endopeptidase) és GILT (gamma-
interferon inducible lysosomal thiol reductase).

Az igy el6szlirt adatokkal dokkolasi méréseket végeztiink az online EpiDOCK programmal (Atanasova, 2013) a
DQ2 és DQ8 molekuldkon, ahol a legtdbb peptiddel a gluten peptidekhez hasonld két6dési eredményeket
kaptunk. Mivel a DQ molekuldba valé illeszkedés csak egyik feltétele a T-sejt aktivalasi képességnek, a
peptidnek a T-sejt receptorral is megfelel6en kell érintkeznie. Ezt a tulajdonsagot a legjobban megfelel6 20-
20 peptiddel ellenériztiik a gluten peptid-MHC-T-sejt receptor ismert harmas kristalyszerkezeteken: HLA-
DQ2.5-glia-a1a-S2 TCR (PDB ID: 40ZI) és DQ2.5-glia-a2 (40ZH) complex, illetve HLA-DQ8-glia-a1-SP3.4 TCR
(PDB ID: 4GG6, Petersen et al. 2014, Broughton et al. 2012). A szerkezetben az eredeti peptidet
helyettesitettiik a mimotdp jeldlt peptidekkel. Ellenérzésként az eredeti peptid visszadokkolasat végeztiik,
mely a DQ2 peptid (PFPQPELPY) esetében 1.4 A, a DQ8 peptid (EGSFQPSQE) esetében 0.69 A pontossaggal
sikertlt. A tovdbbiakban azokat a peptideket tekintettiik potencidlis mimotépnak, ahol a dokkoldsi eredmény
(Glide emodel score) minél negativabb, de legalabb az eredeti gluten peptiddel azonos nagysagrendi értéket
adott. Meg kell azonban jegyezni, hogy azoknal a peptideknél nem lehetett ezt az analizist elvégezni, melyek
nem a fenti kristalyszerkezetben leirt peptidek homoldgjai voltak (a 6 leggyakoribb homoldgokkal rendelkezé
gluten peptidrdl nincs ilyen pontos kristalyszerkezeti adat, igy valészin(ien ebben a |épcsGben relevans
pozitiv taldlatok egy része elveszhet).

A T-sejt receptor szdmadra fontos P7 oldalldns tulajdonsagait is a dokkolasi mutaték mellett figyelembe véve
az alabbi peptidek rendelkeztek a legjobb kotédési tulajdonsagokkal.

Q9H799 PFPQSLLNY  chromosome 5 open reading frame 42

095239 PFDLPELKH kinesin family member 4B; kinesin family member 4A

Q9Y2L5 PLPQLPLPY KIAA1012

P55771 PTPQPALPY  paired box 9

Q6UB99 PFSASEAPY ankyrin repeat domain 11; hypothetical protein LOC100128265

Q9H706 PFPHDILPY hypothetical protein LOC100130616; family with sequence similarity 59, member A
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Q66GS9 PVPQPDDPY centrosomal protein 135kDa

P42704 PFDVPELWY leucine-rich PPR-motif containing

Q96JG9 PFPSPEPPH zinc finger protein 469

QIBXT5 PLPQATYPY  testis expressed 15

Q6P1W5 PFVQPNYPY chromosome 1 open reading frame 94

Q6VUCO PYPQPPLPY  transcription factor AP-2 epsilon (activating enhancer binding protein 2 epsilon)
Q8N3S3 PFHQSHLPW putative homeodomain transcription factor 2

Q8N2S1 PFARREAPY latent transforming growth factor beta binding protein 4

A2VDJO PFVEQEDPY  KIAAQ0922

P38570 PFAIFQLPY integrin, alpha E (antigen CD103, human mucosal lymphocyte antigen 1; alpha
polypeptide)
P05814 PIPQQVVPY  casein beta

Q99684 PFPLPFKPY growth factor independent 1 transcription repressor

P54886 PFNQHLLPW aldehyde dehydrogenase 18 family, member Al

Az Osszes szlrési feltételnek csupdn 3 csupan DQ2-homolég peptid felelt meg, melyek az integrin alpha E
(CD103 antigén), transcription factor AP-2 epsilon és chromosome 5 open reading frame 42 fehérjéhez
tartoztak (tablazatban sziirkével jelolve). A DQ8 peptidek kozll nem sikerdlt kell6en magas score-ral
rendelkezét vagy kozosen DQ2 és DQ8 dokkoldsra képest talalni. Az AP-2 transcription factor szerepe
lupusban és sclerosis multiplexben ismert, a chromosome 5 open reading frame 42 fehérje mutdcidja
ciliopathiat okozhat, mely Jourbert szindréma képében jelenhet meg. Az integrin alphak a beta7 lanccal
kapcsolddik és megjelenik az intraepithelialis T sejtek, egyes regulatorikus T-sejtek és a bél dendritikus sejtek
egy részének felszinén, valamint a enteropathia-asszocidlt lymphoma (EATL) sejteken, igy a coeliakia
szempontjabdl leginkdbb relevans taldlatnak tarthatd. A CD103+ sejtek szama aktiv coeliakidban magasabb a
vékonybélben, mint kontrollokban, de akut gluten terhelés esetén csékkenést mutathatnak (Beitnes PLoS
One. 2012;7(3):e33556). Megemlitendd, hogy a DGP koté fehérjékkel végzett kisérleteink soran azonositott
AHNAK fehérje is kapcsolatba Iéphet vele, szerepe lehet a coeliakids sejtek vizsgalatakor észlelt adhezids
eltérésekben.

Az integrin alphaE peptid (z6ld) és homolég gluten peptid (lila) dokkolasi
helyzete a DQ2-Tsejt receptor komplexben

Az MHC-DQ felé jdl illeszkedd, de a T-sejt receptorral litk6z6 szerkezetet mutatd peptid szekvencidk jo
mimotopoknak tekinthet6k a T-sejt vdlasz megzavarasara és potencialis terdpias alkalmazasra, igy ezek
tovabbi in vivo tesztelésre érdemesek.
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Hit_accession Docked peptide sequence Glide gscore Glide emodel Number of H-Bonds Number of docking contacts

Good Bad Ugly

DQ8-a-l-gliadin EGSFQPSQE -20,451 -401,733 23 807 18 0
Q9BRR8 EANFQSSQD -19,550 -380,881 21 825 13 1
Q5148 EGTYSPSQQ -18,753 -314,645 20 808 33 5
Q9NQ11 EGSLEPSPQ -19,041 -333,773 19 724 13 1
Q5T4T6 EGSFAKSQQ -18,024 -270,008 23 801 38 3
Q8IYN2 EGNPQPSEE -16,081 -260,007 18 738 23 4
P24394 KGSFKPSEH -18,483 -279,680 18 879 32 2
Q9BUF7 EGTYRPSSE -18,13 -308,187 20 839 38 3
Q5W150 EGSFQPGRQ -18,447 -331,947 21 790 25 0
Hit_accession Docked peptide sequence Glide gscore Glide emodel Number of H-Bonds Number of docking contacts
Good Bad Ugly
DQ2.5-glia-a 1a PFPQPELPY -13,365 -150,711 4 597 39 30
Q9H799 PFPQSLLNY -15,963 -267,133 12 701 23 1
P55771 PTPQPALPY -12,718 -148,264 7 512 21 0
Q6UB99 PFSASEAPY -15,514 -261,767 13 569 7 0
P42704 PFDVPELWY -17,109 -289,529 11 732 10 0
Q6P1WS5 PFVQPNYPY -14,502 -193,547 9 604 26 1
Q8N3S3 PFHQSHLPW -12,284 -183,384 7 578 17 1
Q8N2s1 PFARREAPY -15,208 -245,700 13 693 25 1
A2VDJO PFVEQEDPY -16,220 -293,499 13 641 24 0
P38570 PFAIFQLPY -17,137 -282,149 11 677 8 1
P05814 PIPQQVVPY -13,781 -188,340 7 624 20 2

Mimotép tulajdonsagu természetes peptidek

Osszefoglalasul megallapithatjuk, hogy adatokat taldltunk gluten-homoldg, T sejtek szaméra prezentéalhaté
human fehérjékre, bar a pathomechanizmusban feltételezett variacié vagy mutdcié nem igazolddott. Az Lpp
szekvencidja nem tér el coeliakidsokban a normalistdl, a fehérje inkdbb protein-protein interakcidk révén
jatszhat szerepet a coeliakia kialakuldsaban. Igazoltuk viszont, hogy a coeliakids betegeknél mar a sziiletéskor
vett sejtekben jellegzetes eltérések mutathatdk ki az adhézids képességben és a coeliakias antitestekre adott
kompenzald reakcidkban, mely Uj, gluten-fliggetlen diagnosztikus eszkdzok kifejlesztési lehet6ségét teremti
meg.

Uj megéllapitasok

1. A deamidalt peptidek normal egyéneken is immunvalaszt valtanak ki, az igy keletkezett antitestek
nem specifikusak a coeliakids pathomechanizmusra

2. Kimutattuk, hogy a DGP peptidek kot6dni képesek egyes adhézids molekuldkhoz

3. Szamos human protein rendelkezik gluten peptidekhez hasonlé aminosav szerkezettel, mely kell§
dokkol3si tulajdonsagokkal rendelkezik az MHCII-Tsejt receptor komplexben, mig a hasonlo, de
dokkoldsi anomalidval rendelkez6 homoldg peptidek alkalmasak lehetnek a glutenre adott
immunvalasz terapids megzavarasara

4. Egérben nem lehet megfelel coeliakia allatmodellt |étrehozni, mivel a természetes coeliakia
antitestek kdzott domindlnak a VH3 tipusuiak, melyek kotédési epitdpja hidnyzik az egér TG2
fehérjében
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5. A VH3 epitdp elleni aktitestek szelektiv mérése hozzajarulhat a betegmintdkban |évé antitestek jobb
kvantitativ meghatdrozasahoz és ezzel az enteropathia sulyossaganak non-invaziv diagnosztikus
meghatarozasahoz. Egy epitope array-ra épild Uj modszert a kutatas sordn validaltunk.
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