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Osszefoglalas



Bevezetés, a dolgozat felépitése

Doktori értekezésemben a Semmelweis Egyetem III. Sz. Belgyogyaszati Klinika
Kutatolaboratoriuméaban valamint kollaboraciok keretében 1995 és 2005 kozott végzett
kisérletes munka eredményeit foglalom 6ssze. Eredeti célkitlizésiink a 60 kDa-os
hésokkfehérjék elleni antitestek vizsgalata volt atherosclerosisban. Az értekezésben ehhez a
témahoz szorosan kapcsolodo 21 sajat cikknek az eredményei vannak feltiintetve. A dolgozat
felépitése kronoldgiai sorrendet kovet, 4 fejezetre tagozodik. A 4 fejezet 6nallod szerkesztési,
mindegyikben talalhat6 rovid bevezetés, a célkitlizések és az eredmények ismertetése majd
Osszefoglalasa, és diszkusszio. A 4. fejezetet koveti az 1j eredmények 0sszefoglaldsa és
kovetkeztetések bemutatasa. A fejezetek egymasra €piilnek, tiikrozik munkank valddi
lefolyasat, vagyis azt a sorrendet, ahogy eredményeink ijabb hipotéziseket és kisérleteket
sziiltek. A mellékletben megtalalhaté annak a 21 sajat cikknek a kiilonlenyomata, amelynek
eredményei a dolgozatban attekintésre, 6sszegzésre keriilnek. Ezeket a szovegben romai
szamokkal ellatott hivatkozasok jelzik. A melléklet cikkei a szovegben valo felbukkanasuk
sorrendjében vannak Osszerendezve.

A felesleges ismétlések csokkentése céljabol igyekeztem keriilni olyan eredmények ujboli
bemutatasat abrakon vagy tablazatokban, melyek mar publikalasra kertiiltek és a melléklet
cikkeiben olvashatok. Ugyanezt az elvet kovettem az alkalmazott metodikak leirasanal is.
Csak az alapveto fontossagu adatok keriilnek ismételt bemutatasra a dolgozatban, a legtobb
helyen a melléklet cikkeiben olvashato leirdsokra, abrakra ¢s tdblazatokra torténik csak
hivatkozas. A dolgozat legtobb abraja ¢és tablazata eddig nem publikalt eredményt mutat be.
Tekintettel arra, hogy néhany abra egész oldalas (5, 7, 16), és magyarazatukhoz akar tobb
oldalas szdveg is tartozik, a konnyebb kovethetéség érdekében ezek az dbrak ismételve
megtalalhatok a melléklet végén. Szintén a melléklet végén talalhato fliggelékben olvashato

az alkalmazott statisztikai modszerek leirdsa.



1, Az atherosclerosis patogenezise

Bevezetés

Az artériak fala 3 rétegbdl épiil fel: az intimat a lumen felé egy endothelsejtes réteg hatarolja,
ez alatt kotdszoveti sejtes elemek, elasztikus €s kollagénrostok helyezkednek el, melyeket a
média felé lap szerint sszerendezett rostokbol kialakult fenestralt membran hatarol. A
ko6zépso rétegben (média) jelentds mennyiségli simaizomsejt talalhatd finom kotdszoveti €s
amorf sejtkozotti allomanyba dgyazottan. Az artéridk kiilsd, laza, rostos rétege (tunica
adventitia) tartalmazza a taplalo ereket (vasa vasorum). Az intima megvastagodéasaval, az
érfal megkeményedésével jaro folyamatot arteriosclerosisnak nevezziik, melyet az erek
rugalmassaganak megszlinése, az intima mononuklearis sejtes infiltracioja €s a sejtkozotti
allomany felszaporodasa jellemez. Az atherosclerosis az arteriosclerosis specialis forméja,
jellegzetességét az un. habos sejtek adjak. A habos sejtek lipidekkel feltoltott szoveti
makrofagok, melyek tartalmukat ki is bocsathatjak lehetdséget teremtve ezaltal koleszterin
kristalyok kialakulasara. Az érfalakban ekkor zsiros-tormelékes tartalmu plakkok (1€z10k)
keletkeznek, melyeket a lumen felé egy sejtes elemeket és kotdszoveti allomanyt tartalmazo
un. fibrozus sapka hatarol. A fibrézus sapka a korabbi intima atalakulasaval jon létre. A plakk
belsejében a - rostokban €s mukopoliszacharidokban gazdag - sejtkdzotti allomany teriiletén
calcificatio, elmeszesedés is kialakulhat. Amennyiben a plakk a lumen felé domborodik,
lesziikiti az ér keresztmetszetét és akaddlyozza a vér dramlésat (stenosis). Klinikailag ekkor a
véraramlas csokkenését ischaemids szindromak megjelenése kiséri. Amennyiben a plakkot
hatérol6 fibrézus sapka elvékonyodik és megreped, felszinén vérrog keletkezik, ami az ér
lumenét teljesen elzarhatja (occlusio). Ekkor hirtelen szoveti nekrozissal €s heves klinikai
jelekkel kisért infarktus alakul ki azon a teriileten, melyen a vérellatds megsziint.

Az atherosclerosis (mely fogalmat dolgozatomban egységesen hasznalom az erek
megkeményedésével jaro €s tipusos klinikai formakban manifesztalodo korfolyamat
megnevezeésére) etiopatogenezise régota vitatott kérdés. Csaknem igaz ma is, amit Ritook
Zsigmond 1896-ban az Orvosi Hetilapban errdl a kérdésrdl irt: ,,Az arterio-sclerosis, mely
egyik legelterjedtebb betegség, s6t bizonyos korban csaknem physiologikus allapot, még ma
1s egész sereg vitds, vagy egyaltalaban nem is tanulmanyozott kérdést tartalmaz ugy

itt a felderitend6 kérdés, legfeltiinébben bizonyitja a sok nézeteltérés a bantalom
koérboncztandban”. Majd igy folytatja: ,,...még ma sincs teljesen eldontve, hogy a folyamat

lobos-e, vagy degeneratios” (Ritook, 1896). A cikk megjelenése ota eltelt 109 év a



targykorben atlathatatlan mennyiségii 0j adatot zuditott a gyakorl6 orvosokra és kutatokra. Az
bizonyos, hogy az atherosclerosis és a kovetkezményeként kialakulo6 sziv- és érrendszeri
megbetegedések multifaktorialis betegségek, vagyis a genetikai prediszpozicio mellett
kornyezeti tényezok (klasszikus rizikofaktorok) hatdsara alakulnak ki. Az elmult évtizedekben
jol felismerheto és kdvethetd volt az a térekvés, hogy az atherosclerosis etiopatogenezisét egy
elméletben probaltak meg Osszegezni, kovetni €s levezetni. Korunk genomikus szemléletii
orvoslasa azonban megmutatta, hogy ezt nem lehet megtenni. Ennek az az oka, hogy mai
tudasunk szerint nem lehet a genetikai veszélyeztetettséget egyértelmiien definialni, ugyanis
feltehetéen nem egy-egy gén eltérésérdl (hibajardl vagy polimorfizmusardl) van sz6, amely
atherosclerosisra hajlamosit, hanem szamos (akar néhany szaz vagy ezer) génvarians adott
egylttes el6fordulasarol. A lehetséges kombinaciok csillagaszati szama mai méodszereinkkel
populdcids szinten nem vizsgalhatd, igy egyhamar nem varhato, hogy egyszerti modszerekkel
felmérhetd lesz az atherosclerosisra valo fogékonysag genetikai alapon. Ugyanakkor az
eddigi, klasszikus genetikai modszerekkel tett megfigyelések eredményei iranyaddak (ezek
legfoképpen a lipidanyagcserére vonatkoznak), és jelzik, hogy mely biokémiai utvonalak
mentén kell keresniink az érintett tényezdket. Hasonl6 elvi megfontolas érvényes a kdrnyezeti
tényezOk vonatkozasaban is, melyek szintén kdlcsonhatasban allnak egymassal, tovabba
térben, id6ben €s populaciorol populaciora valtoznak. E két elméleti megfontolas tdmasztja
ala azt a nézetet, hogy indokolt kiilonféle mechanizmusokat keresni és ezeknek megfeleld
teoridkat felallitani az atherosclerosis kialakuldsanak magyarazatara, melyek természetiiknél
fogva hasonloak vagy eltéréek lehetnek a vizsgalt populacio vagy allatmodell sajatossagai
miatt. Ezek az eltéré elméletek egymast kiegészitve, kelld értékeléssel és koriiltekintéssel
egylttesen adhatjak azt az 6sszképet, melyet az atherosclerosis valosaghoz kozeli
etiopatogeneziseként elfogadhatunk. Az alabbiakban ezek koziil néhanyat attekintek, a

dolgozat targya szerint hangsulyt helyezve az immunologidhoz tartozé elméletekre.

Az atherosclerosis kialakulasat magyarazo klasszikus elméletek

Az 1950-60-as években, foleg az Amerikai Egyesiilt Allamokban végzett nagy, populacios
vizsgalatok azonositottdk az atherosclerosis klasszikus rizikofaktorait, im. elérehaladott
¢letkor, férfi nem, pozitiv csaladi anamnézis, magasvérnyomas betegség, dohanyzas
(cigaretta), cukorbetegség, magas szérum koleszterinszint (emelkedett low-density lipoprotein
[LDL]; csokkent high-density lipoprotein [HDL]), elhizés, fizikai inaktivités, és A-tipusa
személyiség. A legismertebb ilyen vizsgalat a Framingham Heart Study (The Framingham
Heart Study, 1966), melynek eredményeit felhasznalva (és folyamatosan frissitve) a

10



gyakorlatban is jol hasznalhato tdblazatokat szerkesztettek. Ezek segitségével egy adott
egészséges ember kardiovaszkularis rizikdja (annak valoszintisége, hogy az elkovetkezd 5
¢vben valamely kardiovaszkularis esemény nala bekovetkezzen) pontosan becsiilhetd.
Orvendetes, hogy a Framingham riziké tablazatok eurdpai (Prevention of coronary heart
disease, 1994, 1998), s6t magyarorszagi adatokhoz illesztett valtozata is elkésziilt (Pados,
2004). Kétségbevonhatatlan tény, hogy a Framingham Heart Study és az azt kovetd
populécios vizsgalatok (mint pl. a ,,Seven Countries Study”, [Dawber, 1970]) — nagyon
helyesen — rairanyitottak a figyelmet a rossz taplalkozasi szokasokra valamint a helytelen
¢letmadra, és az ennek nyoman megfogalmazott ajanlasok €s populécios szintli 1épések (pl.

National Cholesterol Education Program az USA-ban, http://www.nhlbi.nih.gov/about/ncep/)

jelentdsen hozzéjarultak az atheroscleroticus érbetegségek morbiditasanak és mortalitasdnak
csokkenéséhez.

A klasszikus rizik6faktorok azonositasat kovette az atherosclerosis Un. lipid elméletének
megfogalmazasa, mely szerint a plakkok kialakulasanak és fejlodésének elsd 1épése a magas
koleszterin tartalmu lipoproteinek (els6sorban LDL) bejutasa (infiltralédasa) a
subendothelidlis rétegbe (Walton, 1975). Az érfalban szekvesztralodott partikulumok kémiai
valtozasoknak (elsésorban oxidacionak) esnek aldozatul, és ennélfogva szovetkarositd hatast
fejtenek ki, azaz monocita és simaizomsejt infiltraciot, majd differencidlodast indukalnak.
Lényeges elem, hogy a makrofagga differencialodott monociték a felszintiikon LDL és
scavenger receptorokat is expresszalnak. Mig az LDL receptorok egy végszabalyozott
folyamat soran juttatjak a sejtekbe az LDL-t (a felvétel bizonyos szint utan szaturalodik és a
tovabbi aktivitas gatlodik), addig a scavenger receptorok ,,utcaseprd” funkcidjukat betoltve
addig mikodnek (expresszalodnak), amig LDL van a kdrnyezetben. Fontos tovabba az a tény
is, hogy a scavenger receptorok az LDL mddositott formait is képesek bejuttatni a
makrofagokba, melyek ezaltal koleszterinnel tultoltddnek, habos sejtekké alakulnak. A habos
sejtek a trombocitakkal egyiitt aktivaljak és migraciora késztetik a média simaizomsejtjeit,
melyek szintén az intimaba vandorolnak €s aktivalédnak.

A lipid elmélet amellett, hogy jol magyardzta a magas koleszterinszint atherogén hatasat, két
alapvetd mechanizmusra nem adott magyardzatot. Az egyik az, hogy milyen médon jut at a
sejtbiologiai értelemben nagy (18-28 nm) LDL partikulum a zart endothel rétegen. A masik
pedig annak hidnyossaga, hogy a lipid elmélet nem térekedett 6sszegezni az atherosclerosis
multifaktorialis jellegébdl adodo sokszinliséget, tilsagosan csak a koleszterinre koncentralt.
Ezért jelentett 1ényeges eldrelépést a sériilésre adott valasz (response to injury) elmélet

megfogalmazasa (Ross és Glomset, 1973) melyszerint az atherosclerosis kezdeti 1épése az
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intimat hatarol6 endothel réteg fizikai sériilése (denudaldédasa). Késébb a sériilés fogalma az
uj eredmények tiikkrében funkcionalis értelmet nyert. Ma inkabb endothel diszfunkcio név alatt
foglalhat6 Gssze az a jelenség, melynek sordan az endothel réteg intergritasa sériil,
permeabilitasa novekszik, antitrombotikus felszine kérosodik, sejtaktivacio €s proliferacio
indul be, valamint csokken az erek valaszképességét szabalyozo (féleg nitrogén-monoxid
vezérelte) funkcio (Lerman, 2005). Ennek a komplex folyamatnak az eredményeként az
endothel réteg atjarhatova valik a lipoproteinekkel és mas plazma 0sszetevokkel szemben, igy
ezek passzivan vandorolhatnak az intima teriiletére. Tekintettel arra, hogy az évek soran
csaknem az Osszes klasszikus rizikofaktorrol ki lehetett mutatni, hogy milyen mechanizmussal
okozhat endothel diszfunkcidt, ez az elmélet alkalmas arra is, hogy integralja a betegség
Ismert tovabba az un. monoklonalis hipotézis is az atherosclerosis magyardzatara. Ennek
lényege a média simaizomsejtjeinek fokozott burjanzasa, aktivaltsdga és intimaba vandorlésa.
Kétségtelen tény, hogy a simaizomsejtek megjelennek ¢€s aktivaltak az intimaban, azonban a
mono- vagy oligoklonalis burjanzast alatdmasztd, egybehangz6 irodalmi adatok nem jelentek

meg az elmult években.

Az atherosclerosis mint gyulladasos betegség

A 90-es évek elejére vilagossa valt, hogy a koleszterinszint populacids szintli csokkentése €s a
kedvezd életmodbeli valtozasok (a dohanyzas abbahagyasa €s a fizikai aktivitas jelentds
novelése) jelentds javulast okoztak, azonban nem vezettek el az atherosclerosis
problémdjanak megoldasahoz, a betegség tovabbra is vezette a haldlozasi statisztikat az USA-
ban. Ismertté és elfogadottd valt tovabba az is, hogy a 1ézidk legkorabban kimutathatd formaja
(az On. zsiros csikok, fatty streak) tisztan gyulladdsos természetli elvaltozas, melyet aktivalt
makrofagok és T-sejtek alkotnak (Xu, 1990, Stary, 1994). Ha a zsiros csikok
hiperkoleszterinémiéas személyekben jelennek meg, akkor a mononuklearis sejtes infiltraciot
lipidek lerakodasa is kiséri (Simionescu, 1986 és Napoli C, 1997). A gyulladasos jelenségek
végig részt vesznek az atheroscleroticus plakk fejlédésének minden szakaszaban.

Alapveto kérdés, hogy mi idézi el0 a sejtes elemek bevandorlasat az intimaba, melyet mai
ismereteink szerint az atherosclerosis legkoraibb stadiumanak tekinthetiink. A jelenség az
endothel diszfunkci6 kialakulasdval magyarazhatd, melynek kulcseleme az adhézios
molekuldk megjelenése az endothelsejtek felszinén. A fehérvérsejtek és trombocitak
kitapadhatnak, majd az endothelsejtes réteg permeabilitdsanak novekedésével lehetévé valik a

sejtes elemek atvandorlasa (transzmigracid) az intimaba. A gyulladasos sejtek
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felhalmozoddnak, és amennyiben az endothel diszfunkciot kivaltod tényez6 nem szlinik meg, az
intimaban sejtaktivacid, tovabbi fehérvérsejt bevandorlés torténik, kialakul a koztes lézio. Erre
a szakaszra aktiv sejttevékenység, hidrolitikus enzimek jelenléte, citokinek, kemokinek és
novekedési faktorok szekrécioja jellemzd. Az aktiv sejttevékenység eredményeként szoveti
karosodas, akar nekrozis is bekovetkezhet, ami tovabb fokozza a gyulladasos- és
simaizomsejtek bearamlasat. A gyulladast, szovetkarosodast fibrozis koveti, a zsiros, elhalt
szOvetanyagot rostos alapallomanyba agyazottan aktivalt simaizom elemeket tartalmazo
»sapka” boritja. Ebben a stadiumban eldrehaladott, komplikalt léziorol beszEliink, mely

jelentésen besziikitheti az erek lumenét.

Szamos tényezordl feltételezik, hogy endothel diszfunkcidt képes 1étrehozni, €s ezaltal
gyulladast indukalni. Ezek kozott a legtobb figyelem az LDL partikulumra és annak
modositott (oxidalt, glikalt, aggregalt és immunkomplexbe dgyazott) formaira iranyult. A
makrofagok moddositott formakat is képesek felvenni scavenger receptoraikon keresztiil, ami
fokozza aktivaciojukat. A makrofagok aktivacidja és sejttevékenysége kontrollalatlan
folyamatokat indithat be, melyek lényege a lipoproteinek tovabbi mddosulasa, sejtek
bearamlasa ¢s aktivalodasa. A dohanyzés okozta szabadgyok képzddés jelentosen fokozhatja,
az antioxidansok (pl. E vitamin) viszont lassithatjak ezt a jelenséget.

A hipertoniat gyakran kiséri az angiotenzin II szintjének emelkedése, ami vasoconstrictor
hatasa mellett szamos mds ponton is kdlcsonhatdsba 1€p az endothel- és simaizomsejtekkel.
Foszfolipaz C aktival6 hatdsa révén noveli a simaizomsejtek aktivaltsagat, és fokozza
proliferacidjukat. A lipoxigenaz termelést is noveli, ami az LDL oxidéacigjat fokozza. A
hipertonidban gyakran fellépd érfali nyirderd kedvezotlen hatasai koz¢ tartozik az
endothelsejtek adhézios molekula expressziodjanak fokozasa, ami szintén hozzajarul a
gyulladasos jelenségek kialakulasahoz.

Diabetes mellitusban glikalt fehérjék jelenhetnek meg a keringésben és a szovetek kozott is,
melyek nem-enzimatikus uton alakulnak ki. Szoktak ezeket a cukor oldallancokat tartalmazé
fehérjéket angol betliszoval AGE-nek is roviditeni (advanced glycated end-products). AGE
természetli fehérjék erds aktivald hatast gyakorolnak endothelsejtekre és makrofagokra,
fokozodik a proinflammatorikus citokinek és novekedési faktorok szekrécioja. Az AGE
receptora (RAGE) a scavenger receptor csaladba tartozik. A diabetes gyakran metabolikus
szindromaval is egyitt jar, melyben az atherogén lipid profil (alacsony HDL mellett magas

VLDL, LDL és triglicerid szintek), és a zsirszovet altal termelt IL-6 és TNF-alfa
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nagymértékben eldsegitheti a gyulladdsos jelenségek fokozodasat, ami hajlamosit a
vaszkularis sz6vodmények megjelenésére.

Fertozo agensekraol (elsdsorban herpeszvirusokrol és a Chlamydophila genusba tartozo
intracellularisan szaporod6 baktériumokrol) is felmertilt, hogy szerepet jatszhatnak az
érfalban kimutathatd gyulladas kivaltdsaban vagy sulyosbitasdban, azonban meggy6z0,
allatkisérletekkel 1s alatamaszthat6, ismételhetd eredmények nem sziilettek ezzel
kapcsolatban. Mint azonban az a késObbiekben részletesen ismertetésre keriil, genetikai és
kornyezeti tényezdk kdlcsonhatdsa befolyasolhatja az infekcids tényezok szerepét
atherosclerosisban.

Az atherosclerosist kisérd gyulladasos jelenségekkel kapcsolatban meg kell jegyezni, hogy
ezek a folyamatok a szervezet elharito rendszerének erdfeszitései az erek integritasanak
helyreallitasara. A gyulladasos kaszkadot beindité okok azonban gyakran nem, vagy csak
részlegesen eliminalhatok. Tovabba ha ezen okok altal 1étrehozott szoveti karosodas elért egy
szintet, a szervezet elharitd valasza nem képes restitutio ad integrum kijavitani a szoveti
struktarat. Ennélfogva a gyulladast jelzé molekulak (citokinek, kemokinek, klasszikus akut
fazis fehérjék) integraltan jelezhetik a szervezet allapotat, vagyis a karosito tényezok és a
szoveti karosodas 0sszesitett mértékét. Igen heves vita zajlik az irodalomban arrél, hogy a
gyulladast jelz6 molekulék (pl. C-reaktiv fehérje [CRP]) passziv jelz6i, vagy aktiv medidtorai
az atheroscleroticus érbetegségeknek (Pepys, 2003), és hogy milyen mértékben képesek

javitani a kardiovaszkuldris rizikobecslést a klinikai gyakorlatban (Danesh, 2004).

Az atheroscleroticus érbetegségek klinikai megjelenése és lefolydsa

Altalanosan elfogadott nézet, hogy a nagyereket (idetartoznak az elasztikus és izmos tipust
artériak) testszerte egyforman érik az atherosclerosist kivalto hatasok, és a folyamat tobb
érteriileten parhuzamosan zajlik. A besziikiilt vagy elzarddott erek ellatési teriiletének
megfelelden tipusos klinikai tiinetekkel jelentkeznek az atheroscleroticus érbetegségek.
Leggyakrabban a sziv koszoruerei (angina pectoris, szivizominfarktus) €és a nyaki verderek
(széliités vagy stroke) érintettek, szintén gyakori azonban az alsé végtagok (claudicatio
intermittens), a veseartéridk (hipertonia) és a beleket is ellato értdrzs (angina abdominalis)
érintettsége. Lényeges kiilonbség figyelhetd meg azonban pl. az akut myocardialis infarctus és
a stroke rizikofaktoraiban €s molekularis mechanizmusaiban. A stroke atlagosan 10 évvel
késdébb jelenik meg az érintettekben, gyakrabban jelentkezik hipertonidsokban és ndkben, és
nem mutat olyan szoros dsszefiiggést az emelkedett szérum koleszterinszinttel, mint a

szivizominfarktus. Sajat vizsgalatunk is igazolt tovabbi eltérd tényezdket a két betegség
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kozott (Fiist, 1999). Indokolt tehat elkiilonitett csoportoknak tekinteni az egyes szervek
atheroscleroticus érbetegségeit, €s kiilon vizsgalni azokat.
A plakkok kialakulasa és fejlodése jol elkiilonithetd stddiumokra bonthato (1d. 1. abra). A

zsiros csikok és fibrozus plakkok legtobbszor nem okoznak klinikai tiineteket, azonban

Plakk ruptura/
Sztikiiletet fisszura, Instabil angina
Ep ér Zsiros csik  Fibrozus plakk okoz6 plakk trombozis pectoris

@)

. (::) . C .... ﬂoca;diﬁis
= ) e ) i

Hirtelen
szivhalal

%; Stroke

Klinikailag Terhelésre fellépd Kritikus als6
csendes szakasz angina, claudicatio végtagi ischaemia

Eletkor elérehaladasa

1. abra: Az atherosclerosis lefolyasa és egyes klinikai megjelenési formai.
Forras: http://www.nhlbi.nih.gov/about/ncep/ (P. Ganz utan, modositasokkal)

terhelésre a funkcionalis kdrosodas miatt mar ebben a szakaszban is felléphetnek a tipusos
tiinetek. A plakkokat hatarolo fibrozus sapka igen aktiv metabolizmussal jellemezhetd,
dinamikusan valtozé szoveti egység, melynek aktudlis allapota, sériilése hatdrozza meg a
plakk tovabbi sorsat. Ha a fibrozus sapka vastag, stabil, benne kevés, és nem aktivalt sejtes

elem taldlhat6, akkor kicsi a valosziniisége a megrepedésének. A plakk stabilitasat novelheti,
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ha diétas vagy gyogyszeres kezeléssel a plakk belsejének lipid tartalmat (ennélfogva a plakk
méretét, sejtjeinek aktivaltsagat és karos tevékenységét) csokkenteni lehet. Ha azonban a
plakk teriiletén aktiv gyulladas zajlik, apoptozis kovetkezhet be, ami elvékonyithatja a
fibrozus sapkat. Ehhez a folyamathoz 1ényegesen hozzdjarulnak az aktiv makrofagokbol
szabadba keriil6 szoveti metalloproteinazok (kollagendzok, elasztaz, stromelizin, matrix
metalloproteindz). A sériilékeny, elvékonyodott plakk (pl. az a. carotison ultrahanggal
vizsgalva) sokszor inhomogén, csekély mértékii szlikiiletet okoz, ami miatt angiografidval
nehezen diagnosztizalhatd. Az elvékonyodott fibrézus sapka felszine gyakran sériil,
erodalodik és akar 4t is lyukadhat (fissura). A sériilés teriiletén a szabad szoveti alapallomany
hatdsara trombocita trombus keletkezik, melyet az aktivalodé koagulécios kaszkad
zarotrombussa alakit. Klinikailag ilyenkor akut ischaemias szindromak jelennek meg, az ér
ellatasi teriiletén necrosis, infarktus alakulhat ki. Az érintett betegek sorsa ebben a stddiumban
az un. rekanalizacios, intervencios eljarasok sikerén mulik, mely teriileten (és az ellatas

megszervezeésén is) nagymértékil haladas tapasztalhato az elmult évtizedekben.

Autoimmunitds, mint az atheroscleroticus folyamat kivaltoja

Amikor kutatdomunkamat 1995-ben megkezdtem, egy 1j hipotézis latott napvilagot az
atherosclerosis kezdeti 1épéseire vonatkozoan (Wick, 1995). A Georg Wick altal vezetett
innsbrucki kutatocsoport kozel 10 év, féleg nyulakon végzett patologiai, majd human klinikai
vizsgalatokban is megerdsitett eredményei szerint a legkoraibb 1€zidk teriiletén kimutathato
elso sejtek T-sejtek, melyeket kezdettdl fogva antitestek és komplement fragmensek vesznek
koriil az intimaban. Immunologiai szempontbdl a gyulladdsos folyamatot kivalto tényezok
azonositasa a legfontosabb feladat. Tobb kiilso (viralis és bakterialis fehérjék) és sajat
(megvaltozott LDL, béta-2 glikoprotein 1, 60 kDa-os hdsokkfehérje [Hsp60]) antigén is
felmeriilt mint kivalté faktor. Wick és munkatdrsai szerint azonban a Hsp60 képezi az erek
falat karosito immunvalasz {6 célpontjat (1d. részletesen lejjebb). Kutatocsoportunk klinikai
vizsgalatot szervezett a Hsp60 elleni humoralis immunitas vizsgalatara koronaria
betegségben. Célunk az innsbrucki munkacsoport elméletének fiiggetlen utanvizsgalata,

esetleg megerdsitése volt.

A 60 kDa-os hosokkfehérje csalad jellemzoi

A hdsokkfehérjéket hagyomanyos modon molekulatomegiik szerint osztalyozzak. A
legjobban ismert hdsokkfehérjék a 110, 90, 70, és 60 kDa molekulatomegii hésokkfehérjék
csaladjaba tartoznak (1. tdblazat).
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Ezek a 6 hdsokkfehérjék hdsokk nélkiil 37°C-on expresszalodnak. Kiilon csoportot képeznek
a minor hdsokkfehérjek, idetartoznak a 34, 47, 56, 75, 78, 94 és 174 kDa molekulatomegi
gliikozregulalt fehérjék (glucose regulated proteins [grp]), melyek gliik6z megvonas hatasara

termel6dnek.
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1. tablazat: A hdsokkfehérjék legjobban ismert csaladjai*

Eukariota A gén A gén neve A gén lokalizacioja A Hsp
(prokariota) jelolése lokalizacioja
csalad
Hsp110 (C1P) HSP105A 110 kDa hésokkfehérje 13q12.3 Citoszol/mag
HSP105B
APG-1 110 kDa hdsokkfehérje, 4q28 Citoszol/mag
ozmotikus stresszfehérje 94
APG- 70 kDa hésokkfehérje 4 (HSP 5q31.1-q31.2 Citoszol/mag
2/HSPA4  apg-2)
Hsp90 (HtpG) HSPCA 90 kDa hésokkfehérje 1, alfa 14g32.3 (493.5, 11pl4.1-  Citoszol/mag
14.2, 19q212-q22,
pseudogének)
HSPCB 90 kDa hosokkfehérje 1, beta  6pl2 (4921-925, 15pter- Citoszol/mag
q21, pseudogének)
TRAP1 75 kDa hésokkfehérje 16p13.3 Mitokondrium
Hsp70 (DnaK)  HSPAIA 70 kDa hdsokkfehérje 1A 6p21.3 Citoszol/mag
HSPA1B 70 kDa hésokkfehérje 1B 6p21.3 Citoszol/mag
HSPAIL 70 kDa hésokkfehérje-szeri 1~ 6p21.3 Citoszol/mag
HSPA2 70 kDa hésokkfehérje 2 14q24.1 Citoszol/mag
HSPA3 70 kDa hésokkfehérje 3 21 Citoszol/mag
HSPAS 70 kDa hoésokkfehérje 5 9q33-q34.1 Endoplazmas
(glukoz regulalt fehérje, 78 retikulum
kDa, grp78, BiP)
HSPAG6 70 kDa hésokkfehérje 6 Icen-qter Citoszol/mag
(HSP70B’)
HSPA7 70 kDa hésokkfehérje 7 1923.1 Citoszol/mag
(HSP70B)
HSPAS 70 kDa hésokkfehérje (HSC70) 11q23.3-g25 Citoszol/mag
HSPA9A 70 kDa hésokkfehérje 9A Emberben nem ismert, Citoszol/mag
(mortalin-1) egérben 18-as
kromoszoma
HSPA9B 70 kDa hésokkfehérje 9B 5q31.1 Citoszol/mag
(mortalin-2)
Hsp60 (GroEL) HSPDI1 60 kDa hésokkfehérje 12q12-13.2 Mitokondrium,
(chaperonin) Citoszol?

* Kiang, 1998 és Sonna, 2002 alapjan, modositasokkal

A hdsokkfehérjék egy harmadik csoportjat a kisméretli, mintegy 20 kDa molekulatomegii

hésokkfehérjék alkotjak. A hosokkfehérjék fehérje természetiikbdl kifolydlag harom {6

biokémiai szereppel rendelkeznek. Dajkafehérje (molekularis chaperone) aktivitasuk révén

meggatoljak a denaturdlodott fehérjék dsszetapadasat, és segitik visszanyerni a denaturalt

J&V4

helyzetben is részt vesz a naszcens polipeptidek nativ konformaciojanak 1étrehozasaban a

fehérjeszintézis soran. Tovabba annak koszonhetden, hogy a fehérjéket specialis

konformécidban képesek tartani, szamos sejtregulacios folyamatban, mint példaul a sejtciklus

kontrollban, a szteroid és D-vitamin-receptor feldolgozasban, és az antigén prezentacidban

vesznek részt. A legrégebben ismert, dajkafehérje aktivitassal rendelkez6 hésokkfehérjék a

Hsp70, Hsp90 ¢és a Hsp60. A hésokkfehérjék masodik szerepe a sejt redox allapotanak




szabalyozasa, melynek legjobb példajat a Hsp32, ismertebb nevén a hemoxigenaz-1 nyujtja.
A harmadik alapvetd biokémiai szerep a fehérje turnover szabalyozésa. Példaképpen az
ubiquitin emlithetd, mely nyugalmi koriilmények kozott is expresszalodik a sejtben, hdsokk
hatasara nagyobb mennyiségben termelddik, és molekularis toldalékként a proteaszomaban
lebontasra kertiilé fehérjék kijelolésére szolgél. Az 6sszes felsorolt hdsokkfehérje aktivitas
ATP igényes folyamat, az ATP hidrolizisét pedig maga a hosokkfehérje katalizalja.

A Hsp60 csaladot két részre lehet bontani: az eukariota mitokondriumban ¢és baktériumokban
talalhato, 2x7 tagbol allo, tireget formalo fehérjekomplexet nevezziik I. tipust Hsp60-nak
(chaperonin), mig az archebaktériumokban €s az eukariota sejtek citoplazmajaban helyet
foglald, 8 alegységbdl allo makromolekulat II. tipusi Hsp60-nak. Jelen dolgozatban az 1.
tipusu Hsp60-161 lesz szd. Ez a fehérjecsalad rendkiviili konzervaltsaggal 6rzodott meg az
evollcid soran, hidnyaban a sejtek (Briones, 1997) életképessége megszilinik ill. csokkent
szintje mellett a szervezet miikodése nagymértékben romlik (Bozner, 2002). A legtdbbet az E.
coli GroELS fehérjekomplex mitkddésérdl tudunk (Horwich, 1999), ennek fehérjeszerkezeti
adatok alapjan modellezett felépitését és miikodését mutatja a 2. abra.

A térszerkezeti modell szerint a Hsp60 két, alapjanal 6sszeragasztott kosarra emlékeztet (2x7
alegység, tetradecamer), melyhez mint tetd, vagy sapka egy 7 monomerbdl all6 GroES
komplex kapcsolodik a mitkodés bizonyos fazisaiban. A tetd kotddése (€s ATP hidrolizis)
teszi lehetové, hogy a GroELS komplex nagyfoku konformacios valtozason menjen keresztiil,
az ureg kitaguljon, a benne talalhato fehérje ,,szétfesziiljon”, majd a tetd levalasa utdn ismét
,osszeessen”. Ez a molekularis ,,hizd meg — ereszd meg” (mas szoval folding) teszi lehetové,

hogy a fehérje rovid idon beliil megtalalja termodinamikailag stabil allapotat, helyes

crer
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2. abra: A GroEL-GroES chaperon
reakciociklus. A: A cisz-transz
elhelyezkedésii gytirtikben valtakozva
alakul ki a fehérjék tekeredését lehetdvé
tevd konformacio. A cisz gylirihoz
kapcsolddott ATP-k hidrolizise utan (1)
ujabb ATP-k koétédhetnek a transz
gylrithoz, ami megndveli az alapvetden
hidroféb belso felszinnel rendelkezd belsd
hidrofoéb felszineket is mutato fehérjék
irant. A polipeptid ligand kotodését a
GroES gylri (,,tet6”) kapcsolodasa koveti,
amivel készen all a tekeredést eldsegitd
molekula komplex. Az ATP, ligand és tetd
kotoédését ugyanis nagyfoku konformacios valtozas koveti, a belso tireg szétfesziil, alapvetden hidrofil jelleget
vesz fel. Az ATP elbomlésa utan a tetd, majd a modositott konformacidji ligand levalnak, az ADP disszocidl, az
iireg mérete csokken, felszine hidrofob lesz, és fogadni tudja a kdvetkez6 ligandot. Jellemzd, hogy az adott
abran. Az abra a molekula modellek hosszmetszeti, sémas képét mutatja. (Horwich, 1999 alapjan,
modositasokkal). B: A GroEL, GroES molekula komplexek sémas térszerkezeti abrazolasa (Forras: Chen, 1994).
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Ez az alapvetd biokémiai miikkddés magyarazza meg azt a tényt, hogy a Hsp60 fehérjével
homolég miikodésti molekuldk minden baktériumban és fejlettebb szervezetben

megtalalhatok, hianyukra vagy strukturalis polimorfizmusukra nincs példa.

A Hsp60 immunologiai sajatsagai

A Hsp60 stresszfehérje viselkedése (fokozott kifejez0dése hdmérsékletvaltozas hatasara) és
korokozok kozotti strukturalis konzervaltsaga képezi az alapjat annak, hogy fert6zo
betegségek soran immundominans antigénkeént viselkedik (Kaufmann, 1990 és Lydyard,
1990). Ezt alatdmaszté megfigyeléseket Mycobacterium, Chlamydia és kiilonféle Gram-
pozitiv €s -negativ bakteridlis fertézések utan is leirtak. Epitop vizsgalattal ki lehetett mutatni,
hogy a legerésebb (mind T- mind B-sejtes) immmunvalasz a Hsp60 speciesek legjobban
konzervalt strukturai ellen irdnyul. Munk €s munkatérsai (1989) azt is feltérképezték, hogy
egészséges felndttek keringésében kimutathaté Hsp60-specifikus T-sejtek ugyanezeket az
epitopokat ismerik fel. A szerzok feltételezése szerint az anti-Hsp60 immunreaktivitas a
béltraktus és bor bakterilis kolonizacidjanak, a folyamatos antigén ingernek az eredménye.
A Hsp60 gyulladasos folyamatokban bet6ltott szerepére eldszor a 80-as években terelddott
figyelem. Az adjuvans arthritis modellben kimutattak, hogy a gyulladt iziileteket infiltrald T-
sejtek a mycobacterialis Hsp60 ellen irdnyulnak (van Eden, 1988). Az elsd hiradas 6ta tobb
betegségben is leirtak Hsp60 reaktiv T-sejtek jelenlétét (attekintésként 1d. van Eden, 2005),
ezek kozé tartozik az I. tip. diabetes mellitus, rheumatoid arthritis és atherosclerosis. Az is
bebizonyosodott, hogy a Hsp60 olyan autoantigén, mely képes regulacidos immunvalaszt is
létrehozni, mivel az anti-Hsp60 T-sejtek fenotipusa az emlitett betegségekben regulétoros
volt, és jelenlétiik egybeesett a karositd, proinflammatorikus immunvalasz lecsendesitésével
(6sszefoglalva 1d. van Eden, 2005).

Annak ellenére, hogy tobb modon is biztositott lehetne emlds szervezetben a Hsp60
immunologiai védelme a centralis tolerancia kialakulasa soran, szamos vizsgalatban ki
lehetett mutatni anti-Hsp60 T-sejteket €s antitesteket egészséges vagy gyulladasos
betegségben szenvedd emberek vérében (Cohen, 1991a). Fischer és munkatarsainak
egészséges ujsziilottek koldokzsindr-vérében is sikeriilt anti-Hsp60 T-sejteket kimutatnia
(Fischer, 1992). Cohen és munkatarsai 1991-ben felvetették (Cohen, 1991b), hogy a Hsp60
azok koz¢ a sajat antigének koz¢ tartozik, melyeknek a védelmét a szervezet a periférias
tolerancia eszkozeivel biztositja (1d. még 2. fejezet). Ma nem ismertek pontosan azok a
tulélési szignalok, melyek a timuszon beliil (ahol a centralis tolerancia kialakuldsa soran a

Hsp60 nagy mennyiségben megtalalhatd) az anti-Hsp60 T-sejteket életben tartjak.
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A Hsp60-nal szembeni periférias tolerancia egyik lehetdsége az, hogy a Hsp60 regulatoros
immunvalaszt indukal. Ennek egyik alapja az, hogy dendritikus sejtek Toll-szert
receptorokon keresztiili stimulalasa Hsp-vel (vagy LPS-sel) nem csupan Thl-jellegii citokinek
szekrécigjat inditja be, hanem az IL-10-¢ét is. Az IL-10 regulétoros, a gyulladasos valaszt
ellensulyozo tulajdonsaga Gjabban fert6zéses modellekben is megerdsitést nyert (Stordeur,
1998), melynek kapcsan stressz-citokin névvel is illették. A Hsp-vel szemben kialakulo
regulatoros valasz oka lehet a folyamatos Hsp antigén inger a bélcsatorna és a bor feldl,
melynek soran az aktivalodo T-sejtek regulatoros fenotipust vesznek fel az IL-10 jelenléte és
a kostimulaci6 hianya miatt. Ezt a hipotézist az adjuvans arthritis modellben tett
megfigyelések tamasztjak ala (Durai M, 2004). A regulatoros anti-Hsp60 T-sejtek maguk is
szekretalhatnak IL-10-t (Paul, 2000).

Sokkal kevesebb adat talalhatd az irodalomban a hdsokkfehérjék periférias toleranciaja és a
B-sejtes kompartment kapcsolatarol. Jelen munka eredményei ehhez a teriilethez

szolgaltatnak 1) eredményeket.

A Hsp60 elleni autoimmunitas és az atherosclerosis kapcsolata

A 80-as évek végén ismertté valt, hogy a legkorabbi, emberben kimutathat6 atheroscleroticus
1éziokban a sejtes infiltratum aktivalt T-limfocitakat tartalmaz (Xu, 1989, Xu, 1990). Ugyanez
a munkacsoport nyulakban megfigyelte, hogy Hsp65-tel vald6 immunizalas utan a tipusos
helyeken atheroscleroticus plakkok keletkeztek az aortan. Amennyiben az allatok
koleszterinben gazdag diétat is kaptak, a 1éziok irreverzibilisnek mutatkoztak; ha csak
immunizalas tortént, reverzibilisek maradtak (Xu, 1992). Az immunizalt allatokban a 1€ziok
teriiletén emelkedett volt a Hsp60 expresszios szintje, az allatok vérében pedig nagyobb
mennyiségben jelentek meg Hsp65 reaktiv T-sejtek és antitestek. Kimutattak azt is, hogy az
anti-Hsp65 antitestek kotddnek a 1éziok teriiletén az endothelsejtekhez és karosithatjak is
azokat (Xu 1993a). Mindezen eredmények alapjan human klinikai vizsgalatot is szervezett az
innsbrucki munkacsoport, melynek sordn 867 egészséges személy esetében végezték el
szlir@vizsgalati jelleggel az a. carotis allapotanak ultrahangos felmérését. A vizsgalt
személyektdl vérminta vétele is tortént, melyben meghataroztak az anti-M. bovis Hsp65
antitestek szintjét. Szignifikans anti-Hsp65 antitestszint emelkedést talaltak azokban, akiknél
barmekkora a. carotis plakk volt kimutathaté azokhoz képest, akikben nem detektaltak
plakkot (Xu 1993b). Tovabbi vizsgalatokkal a munkacsoport bebizonyitotta, hogy ezek az
anti-Hsp65 antitestek képesek komplementfiiggé mdédon valamint ADCC reakci6 tjan

karositani az endothelsejteket (Schett, 1995). Tobb vizsgalatban azt is kimutattak, hogy a
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Hsp60 human sejteken is megjelenhet a plazmamembranban (példaul endothelsejteken
citokinek és oxidalt LDL, vagy nyirderd hatasara [Amberger, 1997; Hochleitner, 2000]), igy
az antitestek targetjlikkel reagalva akar in vivo is kifejthetik karosito hatasukat. A
munkacsoport a kovetkezdk szerint foglalta 6ssze eredményeit (Wick, 2001): a mikrobidlis
fertdzések elleni védelmet a korokozok antigénjei (koztiik hosokkfehérjék) elleni sejtes és
humoralis immunvalasz biztositja. Fiziologiai koriilmények kozott az erek falaban (az
endothel és simaizomsejtek membranjan) nem expresszaldédnak hésokkfehérjék, emiatt a
kérokozok ellen termelddd anti-Hsp antitestek nem karosithatjak keresztreakcio révén az erek
falat. Amennyiben azonban az erek falat stresszhatés éri (pl. fokozott nyiroerd
magasvérnyomas betegségben, vagy oxidalt LDL hypercholestrinaemidban), a sejtek
membranjaban megjelennek a hosokkfehérjék, és a bakterialis Hsp ellen termelddott
antitestek karositjak az endothelsejteket. Az endothelsejtek miikodésének zavara lehetdséget
ad atheroscleroticus 1¢zi6 keletkezésének és Ongerjesztd folyamatok beinduldasanak, melyek

végiil sziikiiletet vagy €relzarddast okozo plakkot eredményeznek.

Az anti-Hsp60 autoantitestek és az atherosclerosis kapcsolata — sajat vizsgalatok

Az anti-Hsp60 autoantitestek atherosclerosisban betoltott szerepének vizsgalatat tiztiik ki
célul 1995-ben. Fontosnak éreztiik, hogy tovabbi érbetegségben és fiiggetlen populacidban is
vizsgalatra keriiljon az anti-Hsp antitestek szerepe. Igyekeztiink immunoldgiai szempontokat
is érvényesiteni vizsgalatunk tervezésekor. Az antitestek jelenlétét ezért pArhuzamosan
tobbféle, human és bakterialis Hsp60 csaladba tartoz6 molekula ellen is megmértiik. Ilyen
Osszehasonlito vizsgalatot 1996 elott nem publikaltak atherosclerostikus érbetegségben.
Hangsulyt fektettiink arra is, hogy elegendd minta kertiljon tarolasra betegeinktdl a tovabbi
vizsgalatokhoz (gyullad4sos markerek, genetikai tényezok).

Vizsgéalati modellnek a koronaria betegséget valasztottuk, a betegek bevonasara az Orszagos
Kardioldgiai Intézetben keriilt sor. Mindenki, aki az intézetben by-pass miitéten esett at, 6
honap elteltével ellenérzo vizsgalaton és allapotfelmérésen vett részt. Vizsgalatunkat
(mintavétel és adatgylijtés) ebben az idépontban végeztiik el. 357 beteg keriilt bevonasra,
mindnyajuknal >50%-o0s sztenozis mutatkozott egy vagy tobb koronaria agon, és az
angiografia utdn by-pass mitét tortént. Beteg-kontroll csoportunkba 67 személy keriilt,
esetiikben koronaria sztendzis nem volt kimutathatd, klinikailag stabil angina pectoris és
pozitiv kerékpar ergometria jellemezte ezt a csoportot, valamint nem volt sziikség by-pass
operacidra. Negativ kontroll csoportunkba egészséges véradokat gylijtottiink (321 személy),

akiktdl csak korlatozott mennyiségben alltak rendelkezésiinkre klinikai adatok (nem és az
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életkor). A csoportok adatait a 2. tabldzat mutatja, a vizsgalat és az alkalmazott metodikak

részletes leirasa a melléklet 1. cikkében talalhatok.

2. tablazat: A koszoruér betegek és egészséges kontrollok vizsgalati csoportjainak egyes klinikai jellemz6i

Valtozo By-pass Beteg-kontroll Vérado kontroll p-érték*
Eletkor (év) 58 (52-64) 61 (54-67) 47 (43-52) 0,027
Nem (f/n) 273/84 46/21 192/129 0,228
Testtomeg-index 28 (26-31) 26 (25-30) - 0,077
(kg/m?)

Szérum koleszterin | 6,2 (5,5-7,3) 6,35 (5,5-7,3) - 0,747
(mmol/l)

HDL-koleszterin 1,27 (1,1-1,3) 1,3 (1,27-1,32) - 0,001
LDL-koleszterin 3,96 (3,2-4,8) 4,2 (3,2-4,8) - 0,505
Trigilcerid (mmol/l) | 2,1 (1,4-3,1) 1,6 (1,3-2,1) - 0,01
Soha nem 30,3% 42,9% - 0,106
dohanyzott

Dohanyzik v. 60,7 % 57,1% - -
dohanyzott

*A p-érték a by-pass és a beteg-kontroll csoportok dsszehasonlitasara vonatkozik.

Eredményeink megerdsitették Wick és munkatarsai eredeti megfigyelését, hiszen mind a
Mycobacterium bovis Hsp65, az E. coli GroEL és a human Hsp60 ellen emelkedett
mennyiségben talaltunk antitesteket (melléklet, I. cikk, 2. tablazat). Tekintettel arra, hogy

beteg-kontroll és by-pass csoportok kozott tobb klinikai paraméterben is kiilonbség volt,
tobbszoros logisztikus regresszios analizist alkalmaztunk annak felmérésére, hogy az anti-

Hsp60 autoantitestszintek fliggetlen jelzdi-e a stlyos koszoruér betegségnek (3. tdblazat).

3. tablazat: A stlyos korondria betegség, az anti-Hsp60 autoantitestek és egyes rizikofaktorok kapcsolatanak
vizsgalata kiegyenlitett, tobbszords logisztikus regresszios analizissel
Valtozo p-érték
Anti-human Hsp60 0,0073
Anti-M. bovis Hsp65 | 0,918
Anti-E. coli GroEL 0,957

Eletkor 0,179
Testtomeg-index 0,951
Dohanyzas 0,249
HDL -koleszterin 0,006
Triglicerid 0,941

A logisztikus regresszios modell eredménye szerint a huméan Hsp60 autoantitestek és HDL
koleszterinszintek voltak kapcsolatban a sulyos koszortiér betegséggel, a tobbi valtozo
kapcsolata nem volt fiiggetlen. A modell lehetdséget adott arra is, hogy kiszamitsuk, mekkora
a rizikoja egy személynek, ha anti-Hsp60 IgG értéke meghaladja a 200 U/ml értéket (az
egészséges véradokban mért 90-es percentilis). Az esély-hdnyados 6,01 volt (95%-0s

megbizhatosagi intervallum 1,59-22,7). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az anti-Hsp60
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autoantitestek szintje fliggetlen, szignifikans jelzdje a stlyos koronaria betegségnek. Fontos
hangsulyozni, hogy az anti-human Hsp60 IgG-szint az anti-bakterialis Hsp65 szintektdl is
fiiggetleniil jelezte a betegséget. Ezt a megfigyelést a korrelacioszamitas eredményei is
alatdmasztottdk: mig az egyes bakteridlis Hsp65 antitestek (anti-Hsp65 és anti-GroEL) kozott
erds (korrelacios egyiitthato értéke 0,46 és 0,61 kozott) korrelaciot talaltunk minden
csoportban, addig a human Hsp60 IgG és a bakterialis Hsp antitestek kozott szignifikans, de
gyenge (r 0,19 és 0,28 kozott) 6sszefiiggés mutatkozott (1. cikk, 5. tablazat). A Helicobacter
pylori 1gG-vel is vizsgaltuk a Hsp antitestek Osszefliggését: a bakterialis Hsp65 antitestek
szignifikans korreldciot mutattak a HP IgG-vel, azonban a huméan Hsp60 autoantitestek
esetében ilyen Osszefiiggés nem volt kimutathatd. A by-pass miitéten atesett betegek koziil
158 esetében nemcsak 6 honapos, hanem 1 éves vizitre is lehetdségiink volt, ezektdl a
betegektdl két vérmintaval rendelkeztiink. A Hsp60 autoantitestek mindkét mintaban tortént
mérésének eredménye azt mutatta, hogy az antitestek szintje stabil, a kovetés ideje alatt

szignifikans valtozas nem kovetkezett be a vizsgalat betegekben (1. cikk, 1. dbra).

Az anti-M. bovis Hsp65 és anti-human Hsp60 autoantitestek kozotti kiilonbségek elemzése

Az el6z6 fejezet eredményei megerdsitették, hogy a Hsp60 elleni antitestek emelkedett szintje
mutathato ki koronaria betegségben. Az irodalomban elsdként altalunk elvégzett bakterialis €s
human Hsp60 antigénnel reagal6 antitestek dsszehasonlitd vizsgalata azonban érdekes,
tovabbi munkahipotézisiinket megalapoz6 megfigyelést eredményezett. Az eredeti hipotézis
(Wick 1995) ugyanis azt feltételezte, hogy a Hsp60 autoantitestek un. keresztreagalod
antitestek, melyek az élet soran elszenvedett infekciok ellen védé immunvalasz nyomakeént
maradnak vissza. A bakterialis és human Hsp60 ellenes antitestek kdzotti gyenge korrelacio
¢és a Hsp60 autoantitestek H. pylori fert6zéstdl fliggetlen eléforduldsa arra késztettek
benniinket, hogy alaposabb elemzésnek vessiik ala ezeket az antigéneket és antitesteket.

A bakterialis és human Hsp60 elleni antitestek kozotti kiillonbségek magyarazatat a kétféle
csoport kozotti strukturalis és funkcionalis kiilonbségek adhatjak. Tovabbi vizsgalatainkhoz
ezért két modszert valasztottunk. Egyfeldl azt vizsgaltuk, hogy aktivélja-e a Hsp60 a human
komplementrendszert, és mutatkozik-e kiillonbség a Hsp60 és a Hsp65 komplementaktivald
képességében. Masrészt megvizsgaltuk, hogy gatlasos kisérletekben kimutathatdk-e
kiilonbségek — a nagyfoku szekvencia azonossag ellenére — a két molekula epitdp
struktirajaban. A vizsgalatok részletes leirasa, az alkalmazott metodikék a mellékelt II.
cikkében talalhatok. Eredményeink szerint a Hsp60 képes a human komplementrendszert a

klasszikus reakciduton aktivalni. Az aktivacio beinditoi a Hsp60-IgG immunkomplexek,
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ugyanis nem tudtunk kimutatni komplementaktivaciot agammaglobulinémias
szérummintaban, ¢és a komplementaktivacio (C4b kotddeés) mértéke igen erds Osszefiiggést
mutatott az anti-Hsp60 IgG mennyiségével (3. dbra). Ezzel szemben a M. bovis Hsp65 csak
gyenge komplementaktivatornak bizonyult, és az anti-Hsp65 IgG antitestek nem mutattak

szoros Osszefiiggést a komplementaktivacidé mértékével.
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3. abra: A hésokkfehérjék indukalta komplementaktivacio (Hsp60 [A] és Hsp65 [B] fehérjékhez k5t6do
komplement C4b mennyisége) és a specifikus IgG antitestek szintje kozotti 6sszefiiggés (erdsen szignifikans a
Hsp60 (1=0,459; p<0,0001), mig nem szignifikans a Hsp65 esetében).

Vizsgalati csoportunkbol kivalasztottuk 10 beteg mintdjat, és un. kereszt-gatlasos kisérletben

elemeztlik az antitestek altal felismert epitopok sajatsagait (4. dbra). Kisérletiink
eredményeibdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a Hsp60 és a Hsp65 B-sejt epitdp

struktaraja csaknem azonos. Igen lényeges azonban, hogy léteznek csak egyik vagy csak

masik molekuléra jellemzd, ,,specifikus” epitopok is, amit a 4. dbran bemutatott elsd két beteg

szérumai bizonyitanak.
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4. abra: Anti-Hsp60 és anti-Hsp65 IgG antitestek specificitasanak vizsgalata gatlasos ELISA kisérletekben. Az
ELISA lemezeket Hsp60-nal (bal oldali abrak) vagy Hsp65-tel (jobb oldali abrak) fedtiik, majd a betegek
szérumainak tovafut6 higitasi soraival inkubaltuk. Az dbran a lemezhez k6t6dott specifikus IgG mennyisége van
feltiintetve (-m-). Az antitestek kotodését a szérum eldkezelésével (5 pg/ml Hsp60 [-o-] vagy Hsp65 [-O-])
gatoltuk. A feltiintetett értékek harom parhuzamos atlagai+SEM.

A kereszt-gatlasos kisérletekben sikertilt olyan anti-Hsp60 autoantitestek 1étezését
bebizonyitani, melyek kotddését csak a Hsp60 gatolja, a Hsp65 nem. Valamint forditva, olyan
anti-Hsp65 antitesteket is ki tudtunk mutatni, melyek kotdédését csak a Hsp65 gatolja, a Hsp60
pedig nem. Ez a kisérlet (1j megvildgitasba helyezi azt a kordbban altalanos nézetet, miszerint
a human Hsp60 elleni antitestek a bakterialis homolog Hsp65 fehérjék ellen keletkeznek, és a
Hsp60-at keresztreakcio utjan ismerik fel. Ezt a momentumot eredeti kérdésfelvetésiink (az
anti-Hsp60 autoantitestek szerepe atherosclerosisban) 1ényegesnek tartottuk, igy tovabbi

kisérleteket terveztiink a ,,specifikus” epitopok pontos jellemzésére.

Az anti-Hsp60 antitestek epitop specificitasanak vizsgalata
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A human és a M. bovis Hsp60 molekulak linearis B-sejt epitdpjainak dsszehasonlitd
térképezését atfedd peptidsorozatok segitségével végeztiik el. A mddszerek €s az eredmények
egy részének részletes leirasa a mellékletben talalhato (II1. cikk). A két fehérje ismert
aminosav sorrendjének megfeleléen szamitogépes modellezés segitségével elvégeztiik a
varhatoan B-sejt epitdpként viselkedd szakaszok predikciojat. Ezeket a szakaszokat béta-
kanyar struktara és alacsony hidrofobicitas jellemzi. A kivalasztott szakaszok szintetizalasa
polietilén tlihegyen zajl6 szilardfazisu peptidszintézissel tortént, melynek soran Fmoc//Bu
eljarast alkalmaztunk. 10-es hosszisagl, 5 aminosavval atfed6 peptideket készitettiink el két
blokkon (2x96 tiiske), ami a kontrollok levonasa utdn 46-46 iker peptid part jelent a Hsp60 ¢és
Hsp65 szekvencidjanak megfelelden. A peptideket duplikatumként készitettiik el, €s mindig a
két érték atlagaval szamoltunk. A peptidek elhelyezését a blokkokon (esetleges szisztematikus
hibat elkeriilendd) ugy terveztiik, hogy egymas mellé az ,,ikerparok” keriiltek. A Hsp60 és a
Hsp65 6sszesen 10-10 szakaszat fedtiik le az atfedd peptidekkel. Tekintettel arra, hogy a
peptidek kovalens kotéssel kapcsolodnak a polietilén tiiskékhez, azok ismételt hasznalatara
van lehetdség regeneralast kovetden. A szérum antitestek mérésének pontos leirasa szintén a
melléklet III. cikkében talalhat6. 12 konroll személy (életkoruk 54,8 év, SD 2,9, 4 nd) és 14
sulyos koronaria beteg (¢letkoruk 58,5 év, SD 7,3, 3 nd) mintdjat vizsgaltuk meg a
peptidsorozatok segitségével. A IlII. cikk az egészséges személyek (és az intravénas
immunglobulin [IVIG] preparatum) eredményeit dsszesitve mutatja be. Az 5. dbra (Id

kovetkezd oldal)' dsszehasonlitisra alkalmas médon, részletesen taglalja az egészségesek és a

koronaria betegek eredményeit. Az dbran az egyre sotétebb szinli mezdk jelolik azokat a

!5, 4bra (az 4brat 1d. kovetkez6 oldalon): Egészséges kontrollok és sulyos koronaria betegek anti-Hsp60 és anti-
Hsp65 szérum IgG antitestjeinek B-sejt epitdp térképezése. Az abra fels6 részén a kontrollok (A és C) és a
betegek (B és D) antitestjeinek a 46 Hsp60 ill. a 46 Hsp65 peptiddel mutatott reaktivitisa van feltiintetve
szinskalan. A reaktivitast a kovetkez6 mdodon szamitottuk: a vizsgalt peptid OD-ja osztva a legkisebb atlagos
(hattér) reaktivitast mutatd peptid OD-javal (a normalizalasra hasznalt peptidek fehér vonalként jelennek meg az
abran). Minden oszlop egy embert jelent, mig a sorokat az egymassal atfedd peptidek jeldlik. Mind a 4 panel
esetében (a konnyebb attekinthetdség kedvéért) kiilon-kiilon vannak csoportositva a vizsgalt személyek
klaszteranalizis segitségével. A kapcsoltsag mértékét az LD (linkage distance) jeloli. Az abra also részén az
egyes epitopok reaktivitdsanak egymassal mutatott korrelacioja van feltiintetve. A szinkodolés a korrelacios
egyiitthatok értékének megfelelden tortént, az r>0,5 (és r<-0,5) minden esetben igen erds, szignifikans
Osszefiiggés volt (p<0,0001), mig az 0,4<r<0,5 (és -0,4<r<-0,5) esetekben mérsékelt (0.01<p<0.05) osszefliggés
mutatkozott. A korrelacioszamitast a kontrollok (E és G) és betegek (F és H) esetében kiilon-kiilon tiintettiik fel.
A konnyebb attekinthetdség kedvéért klaszteranalizissel csoportositva vannak a hasonld viselkedésii epitopok. A
12 antitest-reaktivitast mutato régio (epitop) legerdsebben reagalo peptidje keriilt kivalasztasra a
korrelacidoszamitashoz (ezek az 1., 9., 12., 18., 23., 26., 28., 31., 34., 37., 42., 45. peptidek voltak). A
korrelacidészamitas a ,,nyers” OD/OD hattér értékekkel tortént, és olyan esetben is adhat erésen szignifikans
Osszefiiggést, ha egy adott epitophoz csak hattér koriili (1-1,5) reaktivitasok tartoznak. Az ébra a melléklet végén
is megtalalhato.
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fehérje szakaszokat, melyek ellen antitestek fordulnak eld a vizsgalt személyekben. A 10
Osszefiiggd szakaszt lefedd peptidek legalabb 12 olyan régiot tartalmaznak, melyeket
epitopoknak tekinthetiink. Ezeket az epitopokat arab szamokkal jeloltiik (1-12-ig), az
aminosav szamozas feltiintetése eldtt. Altalaban elmondhaté, hogy a Hsp65 peptidekkel
erdsebb reakciot mutatnak a szérummintak, mint a Hsp60-nal (ez igaz a teljes fehérjével
végzett mérésre is). A kontroll mintak esetében (a I1I. cikkben leirtaknak megtelelden) az
epitopok tobbségét keresztreagalo jelleglinek talaltuk, azaz a Hsp65 peptidek és a homolog
Hsp60 peptidek ellen is tartalmaznak a szérumok antitesteket (1, 2, 3, 4, 8, 9). Van négy olyan
epitop (5, 6, 11, 12), melyet az egészséges szérumok szinte csak a Hsp65 peptideken ismernek
fel, a Hsp60-on nem, ezeket ,,Hsp65 specifikus” epitdpoknak tekinthetjiik. Egészségesekben a
7-es és 10-es epitopok ellen nem mutathatok ki antitestek 1ényeges mennyiségben. Az abra
also részén az E és G panelek mutatjak egészségesekben az egyes epitopokkal kapott
reaktivitdsok korrelacidit egymassal. A piros €s sotétnarancs szinek jelolik a szignifikans
pozitiv korrelaciot, mig a sotétkék a szignifikans negativot. Az epitopok sorrendjének
elrendezése, vagyis a hasonloan viselkedd csoportok kialakitasa klaszteranalizis segitségével
tortént. Az egyes klasztereknek megfeleld epitopok szdmai téglalappal vannak korbevéve. A
Hsp65 epitdpok esetében két jol elkiiloniild blokkot figyelhetliink meg (G panel). Az egyik a
9, 3, 2 epitopokbol all (ide tartozna még a 7-es is, de ellene igen csekély szintii a kimutathato
antitest), melyek erds Osszefliggésben allnak még az 1, 4, 8-as epitdpokkal. A masik blokk az
5,6, 11, 12-es epitopokbol all (ide tartozna még korrelacio alapjan a 10-es is, de ellene igen
csekély szintli a kimutathat6 antitest egészségesekben). A két blokk kdzott szinte nincs
kimutathat6 kapcsolat a korrelacioszamitas alapjan (kivétel a 4-es epitop). Erdekes, hogy az
els6 blokkban taldlhatok a keresztreagald, mig a masodikban a ,,Hsp65 specifikus” epitopok.
A Hsp60 epitopoknal nem figyelhetd meg blokkok kialakulasa a kontrollok esetében, az 5, 6,
10, 11, 12-es epitdpok ellen igen alacsony az antitestek szintje és az 1, 2, 3, 8, 9-es epitopok
sem mutatnak egymassal szoros kapcsolatot (E panel).

Ez a helyzet azonban megvaltozik a stlyos koronaria betegek mintai esetében. A betegek
szérumainak reaktivitdsa a Hsp65 peptideken még kifejezettebb (D panel), és az egyes
epitopok kozotti Osszefliggés is erdsebbé valik (H panel). Jobban elkiiloniilnek a G panelen
lathato blokkok, a keresztreagald blokkba kertil a 7-es és a 8-as epitop (az 1, 2, 3, 9-es mell¢)
¢s a ,,Hsp65 specifikus” blokkba a 4-es €s a 10-es (az 5, 6, 11, 12-es mell¢). A két blokk tagjai
kozott csak gyenge kapcsolat mutathaté ki (2, 7, 8-as és 6, 11-es kozott). Ezzel szemben a
Hsp60 epitdpok esetén a betegek szérumainak erésodik a reaktivitdsa a 6-os és 10-es

epitopokkal szemben, és ezek az epitopok betagozddnak az 5-6s és 12-es mell¢, melyekkel
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kozosen egy blokkot alakitanak ki (F panel). Ez a blokk viszont jelentds 0sszefliggést mutat
az 1, 2, 3-as epitopokkal (melyek megerdsodését lathattuk a Hsp65 esetén). Mas szoval a
betegekben jellemzden egyiitt fordulnak eld ezek az antitestek. Ezt mutatja, hogy a Hsp60 1,
2, 3-as epitopokkal szemben szignifikdnsan emelkedett az antitestek szintje a betegekben az
egészségesekhez képest (p=0,0001, F=15,52). Ugyanezek a keresztreagald antitestek erésen
kapcsolodnak a Hsp65 1, 2, 3-as epitojaival is. Ezekkel szoros 6sszefliggésben a Hsp65 5-, 6-,
10-, 11- és 12-es epitopok ellen is fokozott mértékben jelennek meg antitestek a betegekben.
A keresztreagalo antitestek tilnyomo tobbségben vannak az egészségesekben és a betegekben
is azon antitestekhez képest, melyek erdsebben (,,specifikusan’) reagalnak az iker peptidek
humén megfeleldjével. Két olyan epitopot jellemeztiink az egészségesek mintaiban korabban,
melyek erdsebben ismerik fel a human epitopokat, mint a bakterialisat (az 1-es és 2-es
epitopok egy-egy részét (AA67-81 és 132-141 a Hsp60 molekulan, I11.). Megvizsgaltuk a két
szakasz (és bakteridlis homoldgjaik) ellen az antitestek szintjét koronaria betegekben is (6.

abra).
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6. abra: 14 koronaria beteg szérum antitestjeinek reaktivitasa ,,human specifikus” Hsp60 és Hsp65 epitopokkal.
A bal oldali panelen az 1-es epitopra, mig a jobb oldalon a 2-es epitopra lokalizalddo peptid adatai lathatok
(p=0,0134 ill. 0,0017). Az adatok az 5. abran bemutatott eredmények részét képezik. Az antitestek kimutatasa a
tihegyekhez kotott peptidek segitségével tortént.

Eredményeink azt mutatjak, hogy hasonloan az egészségesek mintaihoz, a betegekben is jelen
vannak azok az antitestek, melyek a jelzett két régioban a peptidek koziil a human
homoldgokat ismerik fel er6sebben. Ezek az antitestek fokozott mértékben jelennek meg a
betegekben. A két régid része egy-egy nagyobb szakasznak, melyeken a fehérjék N-

terminalisa felé elhelyezkedden keresztreagalo epitopokat talaltunk.
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Az epitdp térképezéshez felhasznalt 12 kontroll és 14 beteg mintdjaban megmértiik a teljes
anti-Hsp60 IgG és anti-Hsp65 IgG mennyiséget is, az . cikkben leirt ELISA moddszerrel.

A 7. dbra’ mutatja be, hogy az egyes epitOpok esetében mért reaktivitasok, és a teljes fehérje
esetén kapott AU/ml értékek milyen Osszefliggést (korrelacio) mutatnak.

Lényeges kiilonbségek figyelhetok meg az anti-Hsp60 és anti-Hsp65 antitestek epitop
reaktivitdsokkal mutatott korrelacios tulajdonsagaiban. Egészségesekben az anti-Hsp60
autoantitestek csaknem minden epitdp régid valamely peptidjével mutatnak gyenge, pozitiv
Osszefiiggést. Sok esetben azonban nem tapasztalhatod dsszefliggés ott, ahol egyébként
kimutathat6 epitdp-specifikus antitest van (pl. 1-es epitop elso fele, 3-as, 4-es, 9-es epitdp, 5.
abra 26. oldal). A betegekben ez a kép teljesen megvaltozik, az 1-es, 2-es, 8-as €s 9-es
epitopoknak megfelelden negativ korrelacidt észlelhetlink, mig gyenge pozitiv dsszefliggés
jelenik meg a 4-es, 5-0s €és 12-es epitopok teriiletén.

A Hsp65 epitdpok és az anti-Hsp65 IgG dsszefiiggésében teljesen eltérd kép abrazolodik.
Egészségesekben a kordbbiakban keresztreagdlonak jellemzett 1, 2, 3, 7, 8, 9-es epitopok
elleni antitestek és a teljes anti-Hsp65 kozott mutathatd ki korrelacio. Ezek az epitopok
kivétel nélkiil kiilsé lokalizacioban helyezkednek el a tetradecamer molekula térbeli
modelljén. A koronaria betegekben ezzel szemben a 4, 5, 6, 10, 11, 12-es epitdpokkal reagald
antitestek és az anti-Hsp65 IgG kozott mutatkozik pozitiv osszefiiggés. Ezek az epitopok
féleg a korabban ,,bakteridlis Hsp specifikus™ epitopokat tartalmazo blokkhoz tartoztak. Ezek
az epitopok (egy kivétellel, 11) a tetradecamer molekula belsd, a foldingban kozvetlentil

szerepet jatszo liregének felszinén helyezkednek el.

27, abra (1d. kovetkez6 oldalon, az abra a melléklet végén is megtalalhatd): Az anti-Hsp60 IgG és anti-Hsp65
IgG antitestek korrelacidja az egyes epitop régiokkal reagald antitestekkel egészségesekben (n=12) és koronaria
betegekben (n=14). Az egymas melletti tablazatok a Hsp60 (A) és a Hsp65 (B) szekvencidjanak megfelelden
szintetizalt peptidek adatait mutatjak. A peptidek mellett baloldalon az egészségesek (eg), jobb oldalon az
ischaemias szivbetegek (ISZB) mintainak eredményei vannak feltiintetve szinezéssel jeldlt skalan. A tablazatok
mellett feltiintetésre keriilt, hogy az adott epitdp szakasz a teljes molekula térbeli modelljén hol helyezkedik el
(v.6. a melléklet II1. cikkének 1. abrajaval).
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A komplementaktivalo anti-Hsp60 autoantitestek jellemzése

A korabbiakban ismertetésre kertlt (II. cikk, 23. oldal), hogy lényeges funkcionalis
kiilonbségeket is tapasztaltunk az anti-Hsp60 autoantitestek és az anti-Hsp65 antitestek
kozott. Koronaria betegségben szenveddkben a magas titerii anti-Hsp60 autoantitestek
komplementaktivalonak bizonyultak, mig ezt az anti-Hsp65 antitestek esetében nem észleltiik.
Ez a megfigyelésiink a technologia akkori allasa szerint 01 volt, ezért szabadalmi bejelentést
tehettiink. Az altalunk kidolgozott eljaras alapjan a skociai Omega Diagnostics Ltd. cég
AtheroRisk néven diagnosztikus Kit-et fejlesztett a komplementaktivald anti-Hsp60
autoantitestek mérésére.

A komplementaktivalé anti-Hsp60 autoantitestek klinikai értékét olyan gyermekek mintaival
vizsgaltuk, akiknek egy vagy tobb kozvetlen felmendje koran (<55 év) szenvedett el
myocardialis infarctust. A gyermekek a Semmelweis Egyetem II. Gyermekgydgyaszati
Klinikdjanak (Dr. Szamosi Tamas) szervezésében megvaldsitott sziiréprogramban vettek
részt, melynek sordn az iskolai védéndk a 7. osztalyos tanuldk kozott végeztek kérddives
felmérést. A kiemelt gyermekek komplex kardiovaszkuléris rizikostatusz felmérésen vettek
részt, és életmod- valamint diéts tanacsaddsban részesiiltek. Osszesen 32 — magas csaladi
rizikoval jellemezhetd — gyermektdl allt rendelkezésilinkre szérumminta, melyekben a IV.
cikkben leirtak szerint elvégeztiik az anti-Hsp60 autoantitest vizsgalatokat. Ennek soran
parhuzamosan mértiik meg a komplementaktivald (CA) anti-Hsp60 autoantitesteket
(mennyiségiiket a komplementaktivaciés index-szel [CAI] fejeztiik ki) és az IgG anti-Hsp60
¢és anti-Hsp65 antitesteket. Analizisiink kiterjedt a rogzitett és mért tovabbi paraméterekre is
(IV. cikk, 2. tablazat). Kontroll csoportként a II. Gyermekgydgyaszati Klinikdn tervezett
mutét (legtobbszor sérv vagy mandula miitét) miatt hospitalizalt gyermekek szolgéltak.

A magas csaladi rizikdji gyermekek mintdiban lényegesen kedvezbtlenebb (atherogén) lipid
profil mellett szignifikdnsan emelkedett CA anti-Hsp60 autoantitestszintet talaltunk.
Tekintettel arra, hogy a két csoport kozott tobb paraméter vonatkozasaban is 1€nyeges eltérés
mutatkozott, logisztikus regressziot alkalmaztunk annak a kérdésnek az eldontésére, hogy a
CA anti-Hsp60 fliggetlen jelzdje-e a megndvekedett csaladi kardiovaszkularis rizikonak. A
vizsgalt és kontroll gyermekeket az antitestszinteknek megfelelden kvartilisekre bontottuk,
kategorizéltuk, €s a legalacsonyabb kategoriat hasonlitottuk a legmagasabbhoz. A §. abran
feltlintetett eredményekbdl latszik, hogy csak a CA anti-Hsp60 esetében tapasztaltunk

szignifikans O0sszefiiggést a csaladi riziko és az antitestszintek kozott.
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8. abra: A koronaria betegség csaladi rizikoja és a kiilonféle anti-Hsp antitestek kozotti kapcsolat (tobbszoros
logisztikus regresszids analizis nem illesztett (vilagossziirke) és illesztett (sotétsziirke; figyelembe vett valtozok:
¢életkor, HDL-koleszterin, LDL-koleszterin, fehérvérsejt-szam, sziilok dohanyzasi szokasa) formaja, melynek
soran a legalacsonyabb (also kvartilis) antitestszintet mutato gyerekekhez hasonlitottuk a legmagasabb (legfelsd
kvartilis) szintet mutato gyerekeket). Az oszlopok f6l¢ irt értékek a 95%-0s megbizhatdsagi intervallumot jelolik.
CAI: komplementaktivacios index

Azoknak a gyermekeknek, akiknek a CA indexe >2, kb. 7-szer nagyobb az esélye, hogy nagy
rizik6ju csoportba tartozzanak, mint a <0,6 indexti gyerekeknek. Az Osszes valtozora illesztett
analizis eredménye azt mutatja, hogy a CA anti-Hsp60 autoantitestek a lipid paraméterektdl és
gyulladasos markerektdl fiiggetleniil képesek jelezni a megnovekedett csaladi rizikot. Az
0ssz-IgG anti-Hsp60 mérések nem mutattak hasonlo dsszefiiggést, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a funkcionalis (komplementaktivaciot mérd) teszt ebben az
Osszefliggésben feliilmulja az 6ssz-1gG mérés eredményét. Ebben a betegcsoportban a
kedvezétlen (alacsony HDL-, magas LDL-koleszterin) lipid profil is fiiggetlen jelzdje volt a
fokozott csaladi rizikonak, ami a klasszikus rizikofaktorok és €letmod/taplalkozasi tényezok

szerepét hangsulyozza.

Az anti-Hsp60 autoantitestek vizsgalata HIV-fertozottekben és szisztéemas autoimmun
korképekben szenvedokben

Az anti-Hsp60 autoantitestek viselkedésének alaposabb megismerése céljabol két tovabbi
betegséget, a HIV-fertdzést és kiilonféle szisztémas autoimmun betegségeket is vizsgaltunk.
Ezeknél az egyik kozos jellegzetesség a poliklonalis B-sejt aktivacio jelenléte. A
betegcsoportok leirasat €s az alkalmazott mérési eljarasokat a melléklet V-6s €s VI-os cikkei
mutatjak be részletesen. Eredményeink szerint sem a HIV-fert6zottekben, sem szisztémas
autoimmun megbetegedésekben szenveddkben (kivétel a kevert kotdszoveti betegség, ahol a

Helicobacter pylori infekcioval szoros kapcsolatban emelkedett anti-Hsp60
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autoantitestszinteket talaltunk, 1d. késébb) nem emelkedik az anti-Hsp60 autoantitestek
koncentracioja (V. cikk, 1. abra, VI. cikk, 1. dbra). Ugyanakkor HIV-betegekben azt
tapasztaltuk, hogy a betegség elérehaladtaval nem emelkedik, hanem csokken az antitestek
szintje. Ismert, hogy HIV-betegség progresszidjat a B-sejtek aktivacioja és poliklonalis
felszaporodasa kiséri, emelkedett szérum 0ssz IgG-szintekkel (De Milto, 2004). Hasonld
tapasztalatot szereztlink az SLE-s betegcsoportban is. Az SLE-s betegek 80%-aban
emelkedett (>1180 mg/dl) IgG koncentraciot mértiink (a csoport medianja 1603 mg/dl volt,
interkvartilis tartomany 1285-1928). Az emelkedett IgG-szintek nem jartak egyiitt a
specifikus anti-Hsp60 autoantitestek felszaporodasaval. Erdekes tovabbi megfigyelésiink volt,
hogy az SLE-ben patogenetikai szereppel bir6 anti-C1q autoantitestek szintje erds
Osszefiiggést mutatott az anti-Hsp60 autoantitestekkel (VI. cikk 2. tablazat és 2, 3-as abrak).
Ezt az 0sszefliggést a késdbbiekben HIV-betegekben is észleltiik (VIL. cikk, 2. dbra) és epitdp
analizissel is tanulmanyoztuk (VIL. cikk, 4. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy kecskében
termeltetett anti-C1q poliklonalis antitestek felismerik a human Hsp60 és az M. bovis Hsp65
fehérjéket. A fehérjéken 3 epitdpot is azonositani tudtunk, melyek felelosek lehetnek a
keresztreakcidért. Az 5. abran is alkalmazott szdmozas szerint ezek a 6, 7, és 11-es epitopok,

melyek k6zos jellemzdje, hogy Hsp65 specifikusak.

Megbeszélés és a tovabbi munkahipotézis kifejtése

Az atherosclerosis patogenezisének tanulmanyozasadhoz a koronaria betegséget valasztottuk
modellnek. Az Orszagos Kardioldgiai Intézet munkatarsaival kozdsen masfél év alatt tobb,
mint 400 beteget vontunk be vizsgalatunkba, melyet Ggy terveztiink, hogy a tarolt mintak
alkalmasak legyenek immunologiai, infektoldgiai és genetikai mérések kivitelezésére. Elso
célunk a 60 kDa-os hésokkfehérjék elleni autoimmunitas vizsgéalata volt, és terveztiik, hogy a

tovabbiakban ezt a kérdést komplex Osszefliggéseiben is vizsgaljuk.

A 60 kDa-os hosokkfehérjéek elleni antitestek szerepe az atherosclerosis patogenezisében

Az anti-Hsp60 autoimmun mechanizmus atherosclerosis patogenezisében jatszott szerepének
vizsgalatat Georg Wick €s munkatarsai megfigyelése nyoman kezdtilk meg. Fent bemutatott
eredményeink megerdsitik €s kiterjesztik eredeti hipotézisiiket, ugyanis koronaria
betegségben is sikeriilt kimutatnunk az anti-Hsp60 autoantitestek fiiggetlen kapcsolatat a
betegséggel. Elsd vizsgalatunk kivitelezése alatt és azt kdvetden keletkezett tovabbi sajat és

irodalmi eredmények is alatdmasztjak az eredeti hipotézist (4. tablazat).

36



4. tablazat: Klinikai dsszefliggések atheroscleroticus érbetegségek és 60 kDa-os hésokkfehérje antitestek kozott

Betegség/tiinet Eset/kontroll | Antitest Osszefiiggés | Hivatkozés Megjegyzés

ISZB (AMI) 203/76 Hsp65 Igen Hoppichler, Az antitestek szintje csokken az
1eG/A/M 1996 esemény utan

ISZB (AMI) 34/260 Hsp65 1gG Igen VIIL Az antitestek szintje csokken az
Hsp60 1gG Nem esemény utan

ISZB (PTCA) 28/12 Hsp65 1gG Igen Mukherjee, 1996

ISZB (angio) 136 Hsp65 1gG Igen Birnie, 1998

ISZB (angio) 274/91 Hsp60 1gG Igen Zhu, 2001

ISZB (CABG) 357/321 Hsp60 1gG Igen L
Hsp65 1gG Igen

ISZB (magas riziko) 386/386 Hsp60 1gG Nem | IX. Prospektiv vizsgalat
Hsp65 1eG Igen

ISZB (magas riziko) 239/239 Hsp60 1gG Nem | Huittinen, 2002 Prospektiv vizsgalat
Hsp60 IgA Igen
cHsp60 IgG Nem
cHsp60 IgA Nem

ISZB (familiaris 32/63 CA Hsp60 Igen Iv.

prediszpozicio) Hsp60 IgG Igen
Hsp65 1gG Nem

ISZB (angio) 250/250 Hsp60 1gG Nem | Mahdi, 2002
cHsp60 IgG Igen

ISZB (angio) 270/98 Hsp60 1gG Igen Bason, 2003

ISZB (SAP) 43/46 Hsp60 IgG Nem | Heltai, 2003
Hsp65 1gG Igen

AS (EBCT) 201 Hsp60 IgG Nem | Zhu, 2004
Hsp65 1gG Igen

AS (IMT) 867 Hsp65 Igen Xu, 1993b és Prospektiv vizsgalat
IgG/A/M 1999

AS (IMT) 141 Hsp65 Igen Knoflach, 2004
1eG/A/M

Stroke 180/64 Hsp60 IgG Igen Gromadzka,
Hsp65 1gG Igen 2001

Stroke 93/93 Hsp60 1gG Igen Staub, 2003
Hsp65 1gG Igen

Stroke 292/485 Hsp60 1gG Nem | X.
Hsp65 1gG Nem

ISZB: ischaemias szivbetegség, AMI: akut myocardialis infarktus, PTCA: perkutan transzluminalis koronaria angioplasztika, CABG:
koronaria-aorta by-pass graft, SAP: stabil angina pectoris, EBCT: electron-beam computed tomography imaging, IMT: intima-media
thickness, angio: angiografias diagnozis

Az anti-M. bovis Hsp65 antitestek vonatkozasdban korondria betegekben kapott

eredményeink teljesen megfelelnek a Xu és mtsai (1993b és 1999, carotis atherosclerosis)

valamint Hoppichler (1996, koronaria betegség), Mukherjee (1996 korondria betegség) és

Birnie (1998, koronaria betegség) kozléseinek. Az innsbrucki munkacsoport hipotézise

mycobacterialis Hsp65 fehérjével kapott eredményeken alapul. Eredetileg nytilban

termeltetett ,,immun” antitesteket vizsgaltak, és ezek hatdsait elemezték tovabb in vitro

"o

sejtkulturakon. Az igy kapott eredményeket klinikai vizsgdlatban is megerdsitve lattak

(Bruneck vizsgalat), amikor Hsp65 ellen emelkedett mértékben mutattak ki antitesteket

carotis atherosclerosis fennéllasa esetén (Xu, 1993b). A legmagasabb antitestszinteket

azokban talaltak, akikben nétt a carotis plakkok nagysaga az 5 éves kovetés alatt. A Hsp65-tel

végzett antitest meghatarozasok alapvetden a human homologgal keresztreagald antitestek

vonatkozasaban informativek. Wick és munkatarsai is azt a konkltziét vontak le az irodalmi

ismeretek alapjan, hogy a keresztreagald anti-Hsp60 autoantitestek fontos jelzéi az

atheroscleroticus érbetegségeknek (Wick, 2004). Azonban mint 6k is ramutatnak (és sajat
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vizsgalataink [VIIL, IX, X] is erre utalnak) nem alakult ki ilyen egységes kép a human Hsp60-
nal végzett autoantitest meghatarozasok teriiletén. Ennek tobb oka is lehet. Egyrészt a human
Hsp60-nal végzett autoantitest mérés feltehetéen nem annyira robusztus, mint a
keresztreagald antitestek mérése, melynek oka az antitestek alacsonyabb affinitasa és fokozott
diverzitasa lehet. Nem egységesek tovabba a vizsgalatok a bevont személyek tekintetében, ez
vonatkozik az életkorra, a betegség definicjara, a kortorténetre és a rizikotaktorok
jelenlétére. Vannak vizsgalatok, melyek szerint a koronaria betegség sulyossagaval is pozitiv
Osszefliggést mutatnak ezek az antitestek (Zhu, 2001). Allatkisérletes és humén vizsgalatok is
azt mutatjak, hogy akut myocardialis infarctust kovetden csokken az anti-Hsp antitestek
szintje, igy azokban, akik tobb infarktust is atéltek mar, alacsonyabb titerek varhatok, mint
infarktust 4t nem €It személyekben (Hoppichler, 1996, Schett, 1999, VIII.). Sajat
eredményeink, melyeket a HOPE vizsgélatba bevont személyek mintaival kaptunk,
feltehetéen emiatt adtak negativ eredményet a Hsp60 autoantitestek vonatkozasaban (IX.).
Ebbe a vizsgalatba 1d6sebb, halmozott rizikdstatusszal rendelkezd korondria betegek kertiltek
bevonasra, ¢és tobb, mint 50%-uk szenvedett el korabban myocardialis infarctust. A sajat
beteganyagunk (I.) és a HOPE vizsgalat populécidja kozotti kiilonbségre utal az is, hogy a
HOPE vizsgélatban, az infektologiai markerek kozil (Chlamydia 1gG és IgA, H. pylori 1gG,
hepatitis A virus IgG) csak a cytomegalovirus IgG szerostatusz volt jelzéje az eseményeknek
(Smieja, 2003). Sajat vizsgalatunkban ezzel szemben a cytomegalovirus IgG nem, viszont a
Chlamydia 1gG (a Hsp60 autoantitestekkel egymast erdsitd modon) dsszefliggést mutatott a
korondria betegséggel (részletesen 1d. alabb). Ezenkiviil a dohanyzas is emelkedett anti-Hsp
antitestszintekkel jarhat. Mindezek a tényezdk egyiittesen okozhatjak az irodalomban
koronaria betegség vonatkozasaban jelenleg tapasztalhat6 ellentmondésokat.

A carotis atherosclerosis és stroke vonatkozasaban is vannak ellentmondasok a vizsgélatok
kozott. Xu és munkatarsai eredeti megfigyeléseivel 6sszhangban (1993b és 1999) mi is azt
talaltuk, hogy a carotis atherosclerosis az €letkorral fokozodik, €s ezt a folyamatot az anti-
Hsp65 antitest titerek ndvekedése kiséri (X). A mi vizsgalatunkban azonban stroke-on atesett
betegek szerepeltek, akikben nem talaltunk 6sszességében emelkedett anti-Hsp antitest
mennyiségeket az egészséges kontrollokhoz képest. Ennek oka (az akut myocardialis
infarktushoz hasonloan) lehet az, hogy a szdveti elhalassal jellemezhetd infarktusos
folyamatban az anti-Hsp antitestek immunkomplexet képeznek, kotddnek és fokozott
mértékben eliminalodnak. Ugyanakkor az is valoszinii, hogy kiilonbségek vannak az agyi
érbetegségek és a koszortér betegségek patofizioldgiaja kozott (Fiist, 1999), ami

magyarazhatja az anti-Hsp vonatkozasaban észlelt kiilonbségeket is. Az utdbbi idékben
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fliggetlen vizsgalatokban (Gromadzka, 2001, Staub, 2003) alacsony esetszamok mellett, nem
precizen illesztett vizsgalati csoportokban (logisztikus regresszids szamitast melldzve)
emelkedettnek észlelték az anti-Hsp60 autoantitestek mennyiségét, ezért mi is Gjabb betegek
bevonasaval folytatjuk vizsgalatunkat, hogy azonosithassuk azokat a tényezdket, amelyek
befolyasolhatjak az egyes vizsgalatok eredményeit és magyarazhatjak az azok kozott

tapasztalt kiilonbségeket.

Az anti-Hsp60 autoantitestek és az anti-M. bovis Hsp65 antitestek 6sszehasonlito vizsgadlata
Az irodalomban elsdként végeztiik el a bakterialis Hsp65 elleni és az anti-human Hsp60
autoantitestek 6sszehasonlitd elemzését atheroscleroticus érbetegségekben. Ez a stratégia
fontos ) megfigyelésekhez vezetett el a korabbi vizsgélatok konfirmalasa mellett. Klinikai és
molekularis bizonyitékokat is szolgaltattunk arra vonatkozoéan, hogy a kétféle antitest csoport
kozott 1ényeges eltérések vannak. A tobbszoros logisztikus regresszids analizis eredménye
szerint beteganyagunkban csak az anti-human Hsp60 autoantitestek szintje mutat fiiggetlen
kapcsolatot a stlyos koszoruér betegséggel, a bakterialis Hsp-k elleni antitesteké nem.
Tovabba a korrelacidszamitas eredményei azt is jelzik, hogy a bakterialis Hsp-k elleni
antitestek szintjei egymassal igen szoros korrelaciot mutatnak, mig a humén autoantitestekkel
csak igen gyengét. A Helicobacter pylori infekcidt jelzo antitestekkel is csak a bakterialis Hsp
antitestek mutattak 6sszefiiggést, a human anti-Hsp autoantitestek nem. Mindezek a
kiilonbségek arra sarkalltak benniinket, hogy a kétféle antitest csoport kozotti kiilonbségeket
alaposabb vizsgalddas targyava tegyiik. Tovabbi vizsgalatainkkal sikeriilt kimutatni, hogy a
bakterialis és a human Hsp60 kozott azok komplementaktivalo képességében €s epitop
struktarajaban is kiilonbség mutatkozik.

A 60 kDa-os hdsokkfehérje B-sejt epitopjainak térképezését kiilonféle klinikai kérdések
alapjan, eltér6 megkozelitésekbdl vizsgaltak eddig. Ismertek munkak, melyek a fertdz6 agens
oldalardl (Rickettsia, Helicobacter, Chlamydia, Porphyromonas) kozelitik meg a kérdést,
ezen munkak célja olyan epitopok azonositasa volt, melyekkel pontosabb, specifikusabb
diagnosztika vagy predikcié végezhet6 az adott allapotban (Lachumanan, 1993, Yi, 1993,
Maeda, 2000). Més megkdzelités inditotta az adjuvans arthritis és autoimmun diabetes
modellekben a Hsp60 B-sejt epitdp térképezést (Ulmansky, 2002, Elias, 1994). Ebben az
allapotban a Hsp elleni B- ¢és T-sejtes immunvalaszt szabalyozo jellegiinek talaltak, az epitop
térképezés célja azon motivumok felderitése volt, amelyek ellen a betegséggel szemben védo

immunvalasz kelthetd.
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Az atherosclerosis vonatkozasaban Wick és munkacsoportjanak célja a Hsp60 epitop
térképezéssel az volt, hogy azonositasra keriiljenek azok az epitopok, melyek keresztreakcio
révén a sajattal reagalé anti-Hsp60 autoantitestek keletkezéséért felelések lehetnek (Metzler,
1997, Perschinka, 2003).

Sajat kutatasunkat ezen a teriileten az motivalta, hogy az atheroscleroticus érbetegségben
szenvedOk szérum antitestjeinek vizsgalatakor 1ényeges kiilonbségeket talaltunk az anti-
bakterialis és anti-human Hsp60 autoantitestek kozott, mely kiilonbségek szamunkra
bizonytalanna tették az egyszerii ,,keresztreakcios” elméletet. Ezért sszehasonlitdo B-sejt
epitop térképezést végeztiink el kezdetben egészségesek (tobb ezer véradod plazmdjabol kivont
immunglobulin készitménnyel [IVIG] és véraddk egyedi mintéival, II1.) majd koronaria
betegségben szenveddk mintaival.

Eredményeink arra utalnak, hogy egészségesek szérumaiban talalhatok olyan antitestek,
melyek erdsebb reakciot adnak a Hsp65 szekvencianak megfeleld peptidek esetén (5, 6, 11,
12, ez utdbbi kettd kifejezettebben), mint a human peptidek esetén. Olyan peptidek is
kimutathatok azonban, melyek a humén peptidek esetén mutatnak erésebb kotédést az
antitestekkel (1-1 peptid az 1-es és 2-es epitdp régidban, 1d. 5. dbra is). Ugyanakkor a
keresztreagald (mindkét fehérjén felismerésre keriild) epitopok mind szamban, mind a
reaktivitas er0sségében tulsulyban vannak (1, 2, 3, 4, 8, 9). Kiemelendd, hogy
egészségesekben a Hsp65 epitdpok kozott két csoport kiilonithetd el: az egyik csoportba
els@sorban a keresztreagald epitdpok tartoznak (2, 3, 9), mig a masik csoportban talaljuk a
,,Hsp65 specifikus” epitopokat (5, 6, 11, 12). Ez azt jelenti, hogy akik egy csoporton beliil az
egyik epitdp ellen hordoznak antitesteket, azok nagy valdszinliséggel a csoporton beliil a tobbi
epitoppal szemben is tartalmaznak antitesteket. A két csoport kdzott azonban csak laza
kapcsolat mutatkozik. A két csoport elleni antitestek keletkezéséhez feltehetéen mas-mas
korfolyamatok vezetnek, melyeket ma még nem ismeriink. Hasonl6 blokkok kialakulasa
azonban nem mutathato ki a Hsp60 peptidek vonatkozasédban az egészségesek mintdinak
vizsgalatakor. Ez arra utal, hogy ezekkel az epitopokkal feltehetden polireaktiv, egymas
szintjével valtozo, erésebb-gyengébb Osszefiiggést mutato antitestek reagalnak. Ebben az
esetben feltehetden csak részben érvényesiil, hogy az egyes epitopokkal szemben valamely jol
meghatarozott egyedi inger (pl. valamely fertdz€s) miatt keletkeznek antitestek. Ezt a
feltételezést az is megerdsiti, hogy a teljes Hsp60 IgG korrelacioja sok Hsp60 epitoppal
(peptiddel) mutathato ki, azonban ezek az dsszefliggések inkabb gyengébbek (7. dbra). Ez arra
utalhat, hogy egészségesekben az anti-Hsp60 autoantitestek valdban alacsony affinitasu,

polireaktiv antitestek.
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Sulyos koszoruér betegségben szenveddkben azonban megvaltozik az egyes epitdpokkal
szemben taldlhato antitestek eloszlasa. Altalaban igaz, hogy ugyanazon epitopok ellen
talalhatok antitestek, azonban ezek mennyisége valtozik, megnovekszik az 1, 2, és 3-as
epitopok (Hsp60) ésaz 1, 2, 3, 5, 6, 10, 11-es epitopok (Hsp65) esetében. Ezzel
parhuzamosan az egyes epitop-specifikus antitestek kozotti korrelacid is megvaltozik (5. abra
F és H panelek). A Hsp65 peptidek esetében a Hsp60-nal latott blokkok kialakuldsa még
kifejezettebbé valik, €s a két blokk kozott mérsékelt, kdvetkezetes 0sszefiiggés jelenik meg.
Mas szavakkal, megndvekszik annak az esélye, hogy mindenki hordozzon minden epitdp
ellen antitestet, (epitop spreading). A teljes Hsp65-tel reagald IgG korrelacidja az egyes
epitop-specifikus antitestekkel is érdekes megfigyelést szolgaltatott. Mig egészségesekben
korrelaciot tapasztaltunk a keresztreagalo epitdpok (melyek mind a tetradecamer molekula
felszinén helyezkednek el) elleni antitestek €s a teljes Hsp65 IgG kozott, addig a betegek
mintéaiban a ,,Hsp65 specifikus” epitopok (melyek a molekula belsd, fehérje foldingban
¢érintett felszinén helyezkednek el) elleni antitestekkel mutatkozott az 6sszefliggés (7. abra).
Ez arra utal, hogy a betegekben az epitop spreading jelenségéért nagy valoszintiséggel a
Hsp65 fehérje antigénprezentalo sejtek altal torténd fokozott felvétele, feldolgozasa és
bemutatasa lehet a felelds, melyet ,,immun” antitestek megjelenése kovet. Ez a hatés
feltehetden a kronikus infekcidk dsszeadddo hatasanak (patogénnel valo terheltség) tudhatod
be.

Ugyanakkor a Hsp60 peptidekkel szemben is valtozik a kép a betegek mintdiban. Itt is jol
felismerhetévé valnak a , keresztreagdlo™ és ,,Hsp65 specifikus” blokkok, melyek kozott
ebben az esetben is van konzekvens kapcsolat (elsdsorban az 1, 2, 3 és az 5, 6, 10-es epitopok
kozott). Ez arra utal, hogy az ischaemias szivbetegekben bizonyos hatasokra fokozodik az
epitopok diverzitdsa, és az egyes emberek is tobbféle antitestet hordoznak. Ezek az antitestek
jol jellemezhetd epitopokon keresztiil, valoban keresztreagalnak a sajat Hsp60-nal. A tovabbi
kutatasok fontos teriilete lesz azon tényezdk felderitése, melyek az anti-Hsp65 antitestek
sokszinliségének ndvekedéséhez (5, 11, 12-es epitdpok), az epitdp spreading-hez vezethetnek.
Fontos hangstlyozni azt is, hogy az a két fehérje szakasz, melyekkel szemben ,,human
specifikus” antitestek voltak kimutathatok egészségesekben, fontos epitopoknak mutatkoztak
a koronaria betegekben is. Az 1-es régidban talalhatdo Hsp60 peptid ellen (AA 72-81) és a 2-es
régioban talalhato peptid ellen is (AA 132-141) fokozodott a betegekben kimutathatd
antitestek mennyisége.

Sajat eredményeinket 0sszehasonlitva az irodalomban kordbban bemutatott adatokkal

megallapithatd, hogy igen j6 egyezés van az eddig leirt Hsp60 B-sejt epitopok
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elhelyezkedésében (5. tablazat és 9. dbra)’. Az altalunk bakterialis talsulyu (,,specifikus™)

epitopnak jellemzett régiok koziil (5, 6, 11, 12) az dsszes epitopot leirtdk valamely fertozéses
betegségben kordbban, mig a keresztreagald epitopok identifikalasat célzo vizsgalatban
(Perschinka, 2003) egyik ,,bakterialis specifikus” epitopot sem azonositottdk. Ugyanebben a
vizsgalatban a keresztreaktiv epitopként azonositott 8 régio koziil 4 a mi vizsgalatunkban is
keresztreaktiv volt (2-es epitopban két szakasz, €s az 5-6s és 10-es epitopok, a maradék 4
szakaszt mi nem szintetizaltuk meg). Ezt kiegésziti az Ulmansky €és mtsai (2002)
dolgozatdban bemutatott 3, az adjuvans arthritisszel szemben védettséget jelentd epitop
elhelyezkedése. A harom koziil két epitdp is keresztreaktivnak mutatkozott vizsgalatunkban
(1, 4-es epitopok), ami erdsiti annak a lehetdségét, hogy ezek az antitestek részt vesznek a
Hsp60 elleni periférias tolerancia biztositasdban, vagyis a sajat antigének védelmében.

Sajat vizsgalatunk eredményei szerint ,,human specifikus” epitdpok homolog régiodi egyik
fert6zéses allapotban sem keriiltek felismerésre, ellentik antitest nem volt kimutathat6 (9.
abra). Ez az 0sszefliggés tovabb erdsiti azt a hipotézisiinket, hogy ezen epitdpok ellen valodi
autoantitestek mutathatok ki egészségesekben, melyek feltehetden a sajatot védo, természetes
autoantitest repertodr részét képezik. Ugyanakkor ezeknek a jol meghatdrozhato epitop
specificitast autoantitesteknek a szintje korondria betegségben megnovekszik (6. dbra). Ma
még nem ismert, hogy ezen autoantitestek milyen gyakorisaggal fordulnak eld egyes
korallapotokban, szintjiik mely klinikai vagy immunolégiai paraméterekkel mutat
Osszefliggést, és hogy szintjiik all-e valamilyen specifikus szabalyozés alatt. Ennek a két
régionak a tovabbi részletes feltérképezése, €s az epitdp-magoknak megfelelden szintetizalt
peptidekkel végzett tomegvizsgalatok megszervezése munkacsoportunk fontos tovabbi
feladatait képezik.

Negativ korrelaciok a 7. dbran, ezt nem tudom diszkutalni és magyarazni! Hogy lehqt azt magyarazni, hogy
minél magasabb az 6ssz IgG a molekula ellen, annal kevesebb egy adott epi ellen? (Es ez leginkabb a betegek /

Hsp60-ra érvényes (1, 2 epi). A panel, jobb oszlop. Mi torténik a betegekben, ami atforditja a korrelaciot?)

39, dbra (Id. ... oldalon): A Hsp60 B-sejt epitopok elhelyezkedése. Az abran 5 species (human P10809, Rickettsia
tsutsugamushi P16625 (Rt), Porphyromonas gingivalis P42375 (Pg), Chlamydia trachomatis P17203 (Ct), Mycobacterium
betlivel és alahuzassal a kdvetkez6 munkakban leirt epitopok vannak kiemelve: human Hsp60 IVIG epitopok (II1.); Rt:
Kititéses tifuszban szenveddk mintaival végzett epitdpanalizis (Lachumanan, 1993); Pg: Periodontitisben szenvedok
mintaival végzett epitdopanalizis (Maeda, 2000), C. trachomatissal fertdzott nyulak mintaival végzett epitopanalizis (Y1,
1993); M. bovis: Korondria betegségben szenveddk mintaival végzett epitopanalizis (jelen dolgozat, 5. dbra). Fekete
kiemeléssel a Perschinka és mtsai (2003) dolgozataban leirt epitopok, zold kiemeléssel az Ulmansky és mtsai (2002) altal
jellemzett, adjuvans arthritisszel szemben védo epitopok vannak jelolve (egy esetben [5. epitop] a zold és fekete kiemelés
egybeesik). A sorok folé irt 1-12 szamozas a szovegben is hasznalt, sajat munkankban leirt epitopok elhelyezkedését
mutatja. A szilirke kiemelés a szntézisre kivalasztott szakaszokat jeloli.
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5. tablazat: A Hsp60 B-sejt epitopok térképezése soran nyert sajat eredményeink dsszehasonlitasa az irodalmi adatokkal*

Epitop régio* | Szekvencia Carotis Carotis Adjuvans Kititéses Periodontitis- Chlamydia Sajat Sajat
hasonlosag ismert atherosclerosis, | atherosclerosis, | arthritis tifusz Porphyromona | infekcio eredmények, | eredmények,
autoantigénnel/ Hsp65 Hsp60, Hsp65 | (patkany), Rickettsia s gingivalis (nyul), IVIG-Hsp60 | ISZB-Hsp65
autoimmun betegség | (Metzler, (Perschinka, Hsp65 tsutsugamush | GroEL (Maeda, | cHsp60 (Yi, | (IIL) (jelen
(Jones, 1993) 1997) 2003) (Ulmansky, i Sta58 2000) 1993) dolgozat)

2002)** (Lachumanan,
1993)

1: 52-81 - - -} -+ il

KF

2:117-146 Citokeratin/ + + + + + +

EF KF rheumatoid arthritis

3: 162-186 Neurofilament triplet + + + +

KF M protein/Sclerosis
multiplex

4:203-238 Laminin 3-2 & ki i K i i i

BF lanc/bazalmembran
karosodas (?)

5:239-262 - 1 4+ i & il

BF

6:303-317 - + + + +

BF

7:368-387 Laminin 3-2 i i ] i

BF lanc/Goodpasture
szindroma

8:394-413 Glutaminsav + + +

KF dekarboxilaz
(GAD)/diabetes
mellitus [. tip

9: 436-455 Dihidrolipoamid + + + +

KF dehidrogenaz/primér
biliaris cirrézis

10: 470-484 Acetilkolin + + + +

EF receptor /myasthenia
gravis

11: 485-509 KU autoimmun + + + +

KF antigén/Scleroderma

12: 531-550 - & 4+ il

BF
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*A szamozas a human Hsp60 aminosav sorrendjének megfeleld. Csak azok az epitopok vannak feltiintetve, melyek ellen sajat vizsgalatunkban antitestek voltak
kimutathatoak. A hivatkozott cikkekben ezeknél tobb epitop jellemzése is megtalalhato, ezeket 1d. a 9. abran. KF: kiils6 felszin, BF: bels6 felszin, EF: érintkezési felszin a
tetradecamer molekulan. ** Csak az adjuvans arthritisszel szemben védelmet jelentd 3 epitop van feltiintetve.
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A Hsp60 és a Hsp65 B-sejt epitop strukturajaban talalt kiilonbségek mellett egy tovabbi, funkcionalis
eltérést is talaltunk a két molekula kozott. A huméan Hsp60 képes aktivalni a komplementrendszert
specifikus antitestek jelenlétében, a Hsp65 azonban nem. A kiilonbség feltehetden az aktivaciot
elindito antitestek sajatsdgaiban van. Az anti-Hsp60 autoantitestek szintje igen szoros pozitiv
korrelaciot mutatott a komplementaktivacié mértékével. Ez az 6sszefligés nem meglepd, hiszen Schett
¢s munkatarsai kordbban in vitro sejtkultarakon kimutattdk, hogy az anti-Hsp60 antitestek képesek
komplement medialta uton karositani a célsejteket (Schett, 1995, Schett 1997). Ez a karosito hatés
azonban csak akkor miikodott, ha a target sejteket el6zdleg stresszhatasnak tették ki. Az is ismert,
hogy a stresszhatas fokozott Hsp60 expressziot okoz, és a hdsokkfehérjék meg is jelenhetnek a target
sejt plazmamembranjaban, ahol antitestek célpontjat képezik (Hochleitner, 2000). Ezeket az
ismereteket a Wick-elméletben ugy foglaltak 6ssze, hogy az infekciok hatasara megjelend anti-Hsp65
antitestek keresztreagald csoportjai akkor valnak patogénné az atherosclerosis vonatkozasaban, ha
stressz tényezok (pl. nyirderd hiprtonidban, oxidalt LDL molekula, infekcidk okozta gyulladas)
hatasara az endothelsejtek Hsp60-at expresszalnak membranjukon (Wick, 2001).

A Hsp60 indukalta komplementaktivacio mérésével olyan eljaras kertilt a keziinkbe, mellyel a
patogenetikai szerepet jatszo komplementaktivald autoantitesteket vagyunk képesek mérni. A mérési
eljaras alapjan diagnosztikus teszt kit-et fejlesztettiink a skociai Omega Diagnostics and Therapeutics
céggel (AtheroRisk). Az AtheroRisk kit elsd kiprobalasara fokozott kardiovaszkularis rizikonak kitett
gyermekek esetében keriilt sor. Méréseink szerint a komplementaktivaloé anti-Hsp60 autoantitestek a
hagyomanyos rizikofaktoroktol fiiggetleniil jelzik a csaladi rizikd novekedését. Ez az sszefiiggés
erdsebb a komplementaktivalo antitestek esetében, mint az 6ssz IgG anti-Hsp60 antitesteknél.

A hdésokkfehérjék komplementaktivalo képességének vizsgalatat tovabb folytattuk, és mas
hoésokkfehérje csaladokra (Hsp70 és Hsp90) is kiterjesztettiik (Prohéaszka, 2002). Mig a Hsp70 esetén
erds, direkt, C1g-n keresztiil beindul6 klasszikus reakciout aktivalddast tapasztaltunk, addig a Hsp90
molekula nem bizonyult komplementaktivalonak. A Hsp60-rol és Hsp70-rdl ismertté valt, hogy a
természetes immunrendszer sejtjeit képes aktivalni mintazatfelismerd receptorokon keresztiil. Ez az
aktivacid az antigénfeldolgozast végzo sejtek szintjén zajlik és fontos szabalyozoja az adaptiv
immunvalasznak. A hdsokkfehérjék komplementaktivacidjara vonatkozo eredményeink jol

illeszkednek abba az 6sszképbe, ami az 6si veszélyt jelzé molekuldk €s a természetes immunitas

kapcsolatardl kialakuloban van (XX. és XXI...emiatt at kell szdmozni majd...).

Tovabbi munkahipotézisiink ismertetése
A fenti eredményeink tovabbi vizsgalatainkat a természetes autoantitestek felé iranyitottak. A

kovetkezd megfigyelések sugalltak azt, hogy az atherogenesisben fontos szerepet jatsz6 anti-Hsp60
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autoantitestek a természetes autoantitestek koz¢ tartozhatnak: nem talaltunk direkt 6sszefiiggést
lezajlott infekcidk szeroldgiai markereivel (1.); az anti-Hsp60 autoantitestek szintje hosszu idén
keresztiil stabilnak mutatkozott (I.) és nem tudtunk kimutatni emelkedett anti-Hsp60 szinteket olyan
allapotokban (V. és VI. cikkek), melyekre a poliklonalis B-sejt aktivacio jellemzd. Munkahipotézisiink
szerint a sajat Hsp60 antigénnel mért antitestek a természetes autoantitest repertodrral mutatnak
Osszefiiggést, melynek szerepe a sajat védelme, mig a bakteridlis Hsp65-tel mért antitestek
kozvetlenebb modon mutatjak a lezajlott infekcidk utani keresztreagalo, de eredetileg az infekcidval
szemben protektiv (,,immun”) antitesteket. A kovetkezd fejezetekben azok a megfigyelések keriilnek
ismertetésre, melyek fliggetlen vizsgalatokban megerdsitik ezt a feltételezésiinket. El0szor a
természetes autoantitestek sajatsagainak ismertetése kovetkezik majd azok a vizsgélatok, melyek

alatdmasztjak, hogy az anti-Hsp60 autoantitestek a természetes autoantitestek koz¢é tartoznak.
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2, Az anti-Hsp60 autoantitestek, mint természetes autoantitestek

A természetes autoantitestek jellegzetességei

Az egészséges személyekben kimutathato, sajat antigénekkel reagdl6 antitestek ismerete tobb,
mint 100 évre tekint vissza (Besredka, 1901). A klonszelekcios elmélet uralkodasa és az a
tény, hogy az elsOként leirt autoimmun betegségekben autoantitesteket talaltak, évekre
meghatarozta azt a nézetet, hogy az autoreaktivitas sziikségszeriien betegségek velejarogja.
Els6ként Jerne vetette fel (Jerne, 1974), hogy az immunglobulinok varidbilis régioi ellen
kimutathat6 antitestek az egészséges immunrendszer sziikséges alkotoelemei. Ma mar
elfogadott tény, hogy az immunrendszer részét képezik a sajat antigénekkel reagdlo T- és B-
sejtek (Hayakawa, 1999, Lacroix-Desmazes, 1998). Azokat a sajat vagy idegen antigénekkel
reagalé antitesteket, melyeket a célantigénnel vald ismert immunizalas nélkiil is ki lehet
mutatni egy adott szervezetben, természetes antitesteknek nevezziik. A természetes antitestek
részhalmazat képezik azok a sajat antigéneket felismerd autoantitestek, melyeket természetes
autoantitesteknek neveziink.

A természetes autoantitestek alacsony affinitasu (K, 10°- 10®M), polireaktiv antitestek. A
természetes autoantitestek alacsony affinitasa és polireaktivitdsa jfajta biologiai
tulajdonsagot, hdlozati miikodést eredményezhet. Ebben az értelmezésben egy adott antitest
miuikddése nem jellemezhetd a haldzat tobbi elemének ismerete nélkiil, azaz a halozat egy-egy
csomdpontjanak ismeretébdl nem kdvetkeztethetiink a haldzat egészének felépitésére,
reakcidjara. A polireaktivitds nem jelenti a specificitds hidnyat, minden természetes
autoantitest a sajat maga, jOl definialhatd, egyedi epitopjat (epitopjait) ismeri fel. Ez a fajta
alaptulajdonsag szorosan Osszefiigg a természetes autoantitestek kapcsoltsagaval, vagyis azzal
elhelyezkedd struktirakat. A természetes autoantitestek kozott talalhatok IgM izotipustak, am
emberben domindl az [gG (Avrameas, 1991). Az izotipus valtast biztositd folyamatok ma még
nem ismertek, egyes feltételezések szerint az autoreaktiv B-sejtek képesek a T-sejtekkel valo
kapcsolat nélkiili atvaltasra is (Durandy, 1993).

A természetes autoantitestek szerepének felismerését kezdetben nehezitette a rendelkezésre
allo metodikak korlatozott volta. Az elébbiekben ismertetett alapvetd tulajdonsagok miatt
ugyanis csak részeredményhez vezethetett egy-egy antigén ellen vizsgalt, egy adott
természetes autoantitest. Feltételezték, hogy a természetes autoantitestek részt vesznek a
korokozok elleni védekezésben mint azonnali opszonizald tényezok; hozzajarulhatnak az

oregedo sejtek eltakaritasdhoz, a malignusan transzformalodott sejtek elleni védekezéshez, az
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antigénprezentaciohoz, és hogy szerepiik lehet a gyulladdsos vélaszreakcio féekezésében is
(Lacroix-Desmazes, 1998). Az attérést ezen a téren a 90-es évek kozepén erre a célra
bevezetett kvantitativ immunoblot technika jelentette (Nobrega, 1993). Ennek segitségével
lehetdség nyilt arra, hogy teljes szoveti extraktumok, korokozok vagy mas idegen fehérjék
ellen (egyszerre akar tobb szaz antigént vizsgalva) egy adott egyed immunglobulin
repertoarjat felmérjék. Ezek a kisérletek alapvetd felismerésekhez vezettek. Kideriilt, hogy
egészséges emberek keringd IgG természetes autoantitest készlete 6sszesen kb. tiz egynéhany
fehérje ellen iranyul, és a mintdzat igen konzervalt modon kovethetd a vizsgalati
személyekben éveken keresztiil (Mouthon, 1995a). Kiilonbséget lehetett talalni az egyes
antigének ellen mutatott egyedi reaktivitasok kozott, de a mintazat az adott személyben
konzervalt, stabil volt. Tovabbi fontos felismerés, hogy egy adott egyedre jellemz0 a sajat
immunglobulin repertoarja, és az élet soran ez valtozatlan formaban van jelen (Mouthon,
1995b, 1996). Ugyanezekben a szérumokban viszont igen eltérd mintadzatokat lehetett
kimutatni idegen antigének (bakterialis extraktumok) ellen. Ezen eredményekre alapozva
Coutinho ¢és munkacsoportja felvetette (Vasconcellos, 1998), hogy genetikai tényezok
szabalyozzak a természetes autoantitest repertodr jellegét és mértékét, s ez nagymértékben
fiiggetlen a kiils6 antigén ingerektdl és az adott személy immunolégiai elééletétol.

A természetes autoantitest repertoar az ontogenezis soran pozitiv szelekcid eredményeként
valogatddik. A koldokzsinor vérben a repertoar IgM izotipusu tagjait ki lehet mutatni, az élet
elsd 2-4 évében tovabbi érés torténik, izotipus valtas utdn dominalni kezdenek az 1gG
természetes autoantitestek (Mouthon, 1996). Ez az IgG repertoar az élet soran stabilan,
valtozatlan mennyiségben megdrzddik, ami altal az immunrendszer képes a kivalasztott sajat
antigének védelmére. Ezt az elméletet megerdsiti, hogy a természetes autoantitestek V régioi
a csiravonalban kodoltak (Baccala, 1989), és ezekben a régidkban tovabbi mutacio ritkan
torténik. Amennyiben azonban mégis mutacié kovetkezik be, akkor az autoantitestek
polireaktivitasa vagy affinitdsa fokozodhat (Ichiyoshi, 1995).

Ennek az antitest repertoarnak, a sajattal reagald T-sejt repertodrral egylitt képzett egységét
Irun Cohen az immunolégiai homunkulusz névvel illette, mellyel arra utalt, hogy az
immunrendszer a sajatot jelentd 1ényeges informacidt onmagéaban - haldzatot képezd

antitestekkel és regulatoros T-sejtekkel - kodolja, képezi le (Cohen, 1991).

Hsp60, mint a természetes autoantitestek célantigénje
A hdsokkfehérjék elemi biokémiai funkcidjuknal fogva nélkiilozhetetlen fehérjék, homolog

felepitésti és azonos miikodésii tagjaikat minden élélényben meg lehet talalni. Nagyfoka
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konzervaltsaguk és stresszhatasra fellépd fokozott expresszids szintjiik alapjan a korokozok
hdsokkfehérjéi idealis célpontjai a gazdaszervezet védekezési reakcidinak egy fertdzés soran.
Az eml0s szervezet is rendelkezik azonban hasonlo felépitést és funkcidju molekulakkal. Az
E. coli GroEL fehérjéje és az ember hasonl6d mitokondrialis Hsp60 molekuldja kozott
aminosav szinten 45% azonossag mutathato ki, de hasonl6 szintli szekvencia homologia van
egyeb korokozok €s mas hdsokkfehérjék (pl. Hsp70 csalad) kozott is. A fertdzések soran
indukalodo Hsp specifikus immunvalasz nagy valdszintiséggel karosithatna a fertézés helyén
a sajat Hsp-ket vagy azokhoz antigénstrukturajukban hasonlo6 fehérjéket expresszalo sejteket.
Ilyen jellegli (a Hsp-k keresztreakcidjan nyugvo) mechanizmusok lehetdségét tobb
autoantigén ¢€s betegség vonatkozasdban is felvetették mar (Jones, 1993). Az autoimmunitas
megeldzésének egyik lehetdsége a hdsokkfehérjék specidlis védelme, melynek egyik formaja
a hésokkfehérjék leképezése az immunologiai homunkuluszban. Ezzel 6sszhangban
egészséges emberek keringésében kimutathatok anti-Hsp60 autoantitestek és Hsp60
specifikus T-sejtek is (Cohen 1991a, Fischer, 1992). Ezt a megfigyelést sajat eredményeink (1.
cikk, és egészséges magyar ¢s finn véradok) és egy angol munkacsoport megfigyelései is
alatamasztjak (Pockley, 1999). 2002-ben Pashov és mtsai vizsgélata ijabb bizonyitékot
szolgaltatott ehhez az elmélethez, ugyanis a Hsp90 fehérjérdl mutattak ki, hogy természetes
autoantitestek célpontjat képezi. Azdta Gijabb eredmények is napvilagot lattak a Hsp60 és a
természetes autoantitestek dsszefliggéseirdl (Quintana, 2003).

Az el6z6 fejezetben 0sszefoglalt eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy az anti-Hsp60
autoantitestek a természetes autoantitest repertodrba tartozhatnak. A kovetkezo
bekezdésekben bemutatott kisérletekkel sikeriilt ezt a hipotézisiinket kivantuk alatamasztani,
¢s vizsgaltuk, hogy vannak-e az anti-Hsp60 autoantitesteknek a természetes autoantitestekre
jellemzd tulajdonséagaik. Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy anti-Hsp60 reaktivitast polireaktiv
IgM klonok jelen vannak az 0jsziilott egér 1€psejtjeibdl készitett hibridoma konyvtarban.
Igazoltuk, hogy Hsp60 reaktivitasu IgM antitestek 0jsziilott csecsemOk koldokzsindr vérében
jelen vannak. Egészséges felndttek szérumait vizsgalva pedig azt talaltuk, hogy az anti-Hsp60

autoantitestek szintje 5 éves kdvetés sordn nem valtozik, stabil a vizsgalt személyekben.

Egér embriondlis hibridomak polireaktiv, Hsp60-at is felismero IgM antitesteket termelnek
Az ujsziilott egerek B-sejtjei tilnyomorészt a B1-sejtek csoportjaba tartoznak,
jellegzetességiik a [gM™e, [gDesony B2 ey részben a CDS expresszid, valamint az
autonom proliferacios képesség és hosszu élettartam. A B1-sejtek nagy része természetes

autoantitesteket termel, melyek intracellularis antigénekkel (mint pl. citoszkeletélis fehérjek,
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magi strukturdk és mitokondriumok) reagalnak (Casali, 1989) és polireaktivak. Kollaboracios
munka keretében lehetdségiink nyilt egy 32 klonbdl all6 egér IgM antitest panelben elvégezni
az anti-Hsp60 IgM antitest méréseket. Ezen antitestek BSA-val, DNS-sel, aktinnal (Cervenak,
1999) és koleszterinnel (Biro, 2005, kozlés elott) valo reaktivitasat mar felmérték.

Az IgM anti-Hsp60 autoantitestek mérése a kovetkezOk szerint tortént: 5 pg/ml human
Hsp60-nal fedett ELISA lemezeket inkubaltunk a monoklonalis antitestek kiilonb6z6
higitasaival, a mintaval valo inkubacid 4 °C-on tortént, majd a lemezeket nyal anti-humén
IgG-POX ¢s anti-nyul-IgG-POX konjugatumokkal hivtuk el6 a specifikus jel felerdsitése
céljabol.

A 6. tdblazatban a korabbi adatokkal egyiitt, 0sszefoglalva lathatok méréseink eredményei.

6. tablazat: Ujsziilott egér monoklonélis IgM antitest panel reaktivitasi mintdzata egyes antigénekkel*.

Koleszterin | Hsp60 | pozitiv

1/1
1/4
1/5
1/11
2/3
2/5
2/10
2/13
2/15
2/21
3/9
317
3/25
4/5
4/6
4/12
4/18
4/20
4/21
4/26
6/17
6/26
6/31
6/34
71
7/8
7/14
7/16
7/20
7/21
8/8
8/14
* A reaktivitas erdssége sziirkeskalan keriilt jel6lésre. Fekete: ha az adott antitest 1:400-as, sotétsziirke, ha
1:100-as, vilagossziirke ha 1:20-as higitasban >0,1 OD-t ad; fehér, ha OD minden higitasban <0,1. TNP: 2,4,6
trinitrophenyl; FITC: fluoreszcein izotiocianat, BSA: bovin szérum albumin.
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32 klén koziil 26-ban allt rendelkezésiinkre elegendd minta a mérések elvégzéséhez. A 26
klon kozott 5 olyat talaltunk, amelyek felismerték a Hsp60-at is, ezek a klonok legalabb 5
antigénnel reagaltak a vizsgalt 7 antigén koziil. Két klon mind a 7 antigénnel reagalt.
Kiemelendd, hogy a vizsgalt antigének kozott szekvencia vagy miitkddésbeli hasonlosag nem
mutathato ki, két antigén haptén (TNP- és FITC-BSA) jellegti. A vizsgalt antigének koziil a
Hsp60 mutatta a leggyengébb reakciot, aminek magyarazata lehet, hogy emberi Hsp60-at

hasznaltunk antigénként és nem egér Hsp60-at.

Emberi koldokzsinor vérben kimutathatok IgM anti-Hsp60 autoantitestek

Az egészséges Ujsziilottek koldokzsinor szérummintdjaban detektalhatd anti-Hsp60
autoantitestek vizsgalatara kollaboracios vizsgalatot szerveztiink a Semmelweis Egyetem 1.
Sz. Sziilészeti és NOgyodgyaszati Klinika munkatarsaival. Konszekutiv modon, t4jékozott
beleegyezést kovetden 51 fiatalasszony vett részt a vizsgalatban, a vizsgalatot a Semmelweis
Egyetem Etikai Bizottsaga engedé¢lyezte. Az anyak ¢€letkora 28 (median) év volt (tartoméany
17-41), 45%-uk soha nem dohanyzott, 42% kordbban dohanyzott, 13% a terhesség alatt is
dohéanyzott. A vizsgalat résztvevoi egészséges, érett Ujsziilottet (51% leany) hoztak vilagra
komplikaciomentes terhességet kvetden spontan hiivelyi sziiléssel. Az 51 0jsziilottol a
sziiletés utan kozvetleniil a koldokzsinor vénabol tortént a mintavétel, mig az €édesanyaktol a
sziilést kovetd 12 6ran beliil standard vénas vérvétel tortént. A szérummintakat kozvetleniil a
mintavétel utdn centrifugéalassal szeparaltuk és -70 °C-on taroltuk.

A szérummintdkbol 0ssz-1gG és -IgM meghatarozast végeztiink. Tekintettel arra, hogy a
ko6ldokzsinor vérben az IgG és IgM a hagyomanyos, felnéttkori értékekre beallitott mérések
szerint méréshatar alattinak mutatkozott, sajat ELISA mérést allitottunk be. Ennek soran az
ELISA lemezeket egér anti-huméan IgG ill. IgM ellenanyagokkal fedtiik, majd a mintaval
tortént inkubacid utan nyul anti-human IgG- ill. IgM-peroxidaz konjugdtumokkal hivtuk eld.
Standardnak tisztitott emberi IgG és [gM prepardtumokat hasznaltunk. Meghataroztuk
tovabba az anti-Hsp60 valamint az anti-Hsp65 1gG ¢s IgM specifikus antitestszinteket
ezekben a mintadkban. Az anti-Hsp IgG meghatarozasok a I. cikkben leirtak szerint torténtek,
az anyai mintakat 1:400, a k6ldokzsinor mintakat 1:20 ardnyban higitottuk, az igy kapott OD
értékeket standard gorbéhez viszonyitottuk és AU/ml-ben értékben fejeztiik ki.

Az IgM anti-Hsp60 méréseket 5 pg/ml Hsp60-nal fedett ELISA lemezeken végeztiik, a
mintaval valé inkubacio 4 °C-on tortént, majd a lemezeket nytl anti-human [gG-POX és anti-
nyul-IgG-POX konjugatumokkal hivtuk eld a specifikus jel felerdsitése céljabol. Az IgM

meghatarozashoz nem rendelkeztiink standardként hasznéalhat6, magas titeri szérummintaval,
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igy ezeknek a méréseknek az eredményeit OD értékben fejeztiik ki. Az 0sszes minta mérése
egy napon, két ELISA lemezen tortént, a két lemez kozott — az ismételt mintak tanusaga

szerint — nem volt kiilonbség, igy normalizalasra nem volt sziikség.

Az anyai szérummintdkban 8,17 g/l (6,7-9,54) 6ssz-1gG koncentraciot talaltunk, mig a
koldokzsinor szérummintdkban ez az érték 9,93 g/1 (8,61-11,8) volt. Az dssz-IgM
vonatkozasaban a kovetkezo értékeket kaptuk: anyai mintak 1,56 g/1 (0,86-2,2), koldokzsinor
mintak: 0,073 g/l (0,056-0,103). Ezek az adatok az ismert (életkor szerinti) fiziologias
értekeknek megfelelnek.

A 10. dbran a specifikus, anti-Hsp60 €s anti-Hsp65 antitestszinteket tlintettiik fel. Minden
anyai ¢és koldokzsinor mintaban ki tudtunk mutatni IgM ¢és IgG tipusu anti-Hsp60
autoantitestet. Az [gG-anti-Hsp60 autoantitestek az anyai és koldokzsinor mintdkban igen
szoros korrelaciot mutattak egymdssal, ami megfelel annak az irodalmi ismeretnek, hogy az

anyai IgG a placentan atjutva megjelenik a magzat keringésében.
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10. abra: Az anti-Hsp60 autoantitestek ¢és anti-Hsp65 antitestek eléfordulasa anyai és kdldokzsinor
vérmintdkban. Az dbran parhuzamos mérések hattérrel korrigalt atlagai vannak feltiintetve.

Ezzel szemben az IgM nem jut 4t a placentan. Eredményeink, melyek szerint nincs korrelacio
a magzati és anyai anti-Hsp60 IgM-szintek kozott, arra utalnak, hogy eltérd tényezdk
szabalyozzak az anyaban ¢és a magzatban ezeknek az antitesteknek a mennyiségét. IgM-anti-

Hsp65 antitestet az anyai szérummintakban nem talaltunk, a koldokzsinér mintak koziil 9-ben
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mértlink igen alacsony reaktivitast. Ezek az eredmények megfelelnek annak a vizsgélati
kritériumunknak, hogy csak egészséges, fertdzésen aktudlisan at nem esett személyeket
vontunk be. Nem talaltunk szignifikans korrelacidt sem az anyai IgG-anti-Hsp60 ¢és IgM-anti-

Hsp60 kozott, sem a magzati [gG-anti-Hsp60 és IgM-anti-Hsp60 kozott.

Az anti-Hsp60 autoantitestek szintje éveken keresztiil stabil egészséges felnottekben

A Second Northwick Park Heart Study (NPHSII) olyan populacios vizsgalat volt Nagy-
Britanniaban, melyben kdzépkoru brit férfiak kardiovaszkularis morbiditasat és mortalitasat
mérték fel. A vizsgalat tervezését és eredményeit Miller €s munkatérsai kozolték 1996-ban
(Miller, 1996). 4600, 50-61 éves férfi keriilt bevondsra 9 orvosi korzetben 1 év alatt, majd
ezeket a férfiakat kovették 5 éven keresztiil. 3 alkalommal tértént vérminta vétel: a
vizsgalatba valo bevonaskor, a vizsgalat 3. és 5. évében. A vizsgalatba csak egészséges
emberek kertiltek be, kizar6 okok voltak: instabil angina pectoris vagy myocardialis infarktus
az anamnézisben, patologids Q-hullam az EKG-n, thrombocita-aggregacio gatlo kezelés, agyi
érbetegség, malignus betegség, hepatitis B vagy C fert6zés, cukorbetegség, hipertonia, maj-,
pajzsmirigy- vagy vesefunkcio eltérések, emelkedett szérum-koleszterinszint. 2001-ben
lehetdségiink nyilt arra, hogy az 5 éves kovetés soran kardiovaszkularis eseményt el nem
szenvedett, ¢s mas szempontbdl is egészségesnek bizonyult személyek 3 vérmintdjaban
meghatarozzuk az anti-Hsp60 IgG antitestek szintjét. A tobb ezer kontroll személy mintai
koziil véletlenszerii kivéalasztas utdn bocsatottak rendelkezésiinkre 3x48 mintat. Az antitestek
meghatarozasa a [. cikkben leirtak szerint tortént.

A kiindulési szérummintakban lognormal eloszlasban talaltunk anti-Hsp60 autoantitesteket, a
csoport median értéke 62,4 AU/ml volt. Ez az antitestszint nem valtozott szignifikans
mértékben 3 év eltelte utan a 48 sikeresen kovetett, egészséges kozépkort férfiban. A
vizsgalat 5. évének letelte utan is gyakorlatilag azonos anti-Hsp60 autoantitestszint volt

mérhetd a csoportban (51,6 AU/ml, p=0,440, 7. tablazat).

7. tablazat: Anti-Hsp60 autoantitestek mennyiségének alakuldsa 5 éves kovetés alatt egészséges brit férfiakban

Kiindulési | 3 éves | 5 éves
minta
Anti-Hsp60 szint (AU/ml, n=48) | 62.4 (32.9-99.5)* | 53.5(35.2-84.3)* | 51.6 (31.8-97.1)*
Korrelacio 3 éves mintaval 0,806 - -
(<0,0001)**
Korrelacié 5 éves mintaval 0,817 0,845 -
(<0,0001)** (<0,0001)**

*median (interkvartilis tartomany); **korrelacios egyiitthato (p)
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Az antitestszintek a 3 idépontban igen szoros korrelaciot mutattak a csoportok kozott, ami
arra utal, hogy az egyes emberek antitestszintje (a csoport atlagdhoz hasonloan) csak kis
mértékben valtozott. Ezt megerdsitendd a 48 vizsgalt mintat 4 csoportba osztottuk az anti-
Hsp60 autoantitestszinteknek (25%-50%-75% percentilisek értékeit, mint vagdpontokat

alkalmazva) megfeleléen (11. dbra).

2001

100 —e— 4. kvartilis
—»— 3. kvartilis

—— 2. kvartilis
—a— 1. kvartilis

0 } } } i
kiindulasi 3 éves 5 éves
minta

Anti-Hsp60 (AU/ml)

11. abra: Az anti-Hsp60 autoantitest koncentraciok valtozasa egészséges brit férfiakban. A kezdetben alacsony,
kozepes, magas, legmagasabb antitestszintekkel rendelkezdkben mért tovabbi adatok csoportositva keriiltek
bemutatasra (atlag+SEM).

Az dbran az egyes alcsoportok atlagait és az atlag standard hibajat tiintettiik fel a kovetési id6
fiiggvényében. Jol lathato, hogy akik a vizsgalat induldsakor alacsony antitest mennyiséggel
rendelkeztek, ugyanazok a vizsgalat végén is megdrizték azt, illetve forditva, akik magas

rom

antitestszinttel rendelkeztek kezdetben, ugyanazok 5 évvel késébb is magas szintet mutattak.

Megbeszélés és a tovabbi munkahipotézis ismertetése

Az anti-Hsp60 autoantitestek vizsgalatat Wick és munkatdrsai elmélete alapjan kezdtiik el,
mely szerint az atherosclerosisban kimutathaté anti-Hsp60 autoantitestek kivaltoi a korabban
elszenvedett infekciok. A fert6zések soran indukalddo, és a sajat Hsp60-nal keresztreagald
antitestek karosithatjak az erek falat, ha ott a klasszikus rizikofaktorok hatdséara a
hésokkfehérjék fokozott mértékben jelennek meg. Eredményeink azonban fokozatosan 1j
munkahipotézis megfogalmazasat eredményezték, amit a 44. oldalon foglaltunk 6ssze. Uj
munkahipotézislink megfogalmazasat az tette lehetové, hogy dsszehasonlitd vizsgalatnak
vetettiik ald az anti-bakteridlis és anti-human Hsp antitesteket, melynek soran 1ényeges
kiilonbségeket deritettiink fel ezen antitestek felépitésében és miikddésében. Eredményeink
arra utaltak, hogy a sajat Hsp60-nal reagalé antitesteknek két forrasa lehet. Keletkezhetnek

ilyen autoantitestek valoban az infekciok soran is, azonban feltehetd, hogy a természetes
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autoantitest repertodrban is talalhatok Hsp60-at felismerd autoantitestek, melyek miikodése

érbetegségekben megvaltozik.

Anti-Hsp60 autoantitestek, mint a természetes autoantitest repertodr részei

Harom vizsgalatot terveztiink annak bizonyitasara, hogy az anti-Hsp60 autoantitestek részét
képezik a természetes autoantitest repertoarnak. Ujsziilott egér 1épébél készitett [gM
hibridoma konyvtar klonjait vizsgalva sikeriilt kimutatnunk polireaktiv antitesteket, melyek
tobb antigént is felismernek. Vizsgaltunk haptén, fehérje, nukleinsav és lipid természetii
antigéneket is. A vizsgalt klonok majdnem 20%-a ismerte fel a Hsp60-at is, ezen klonok nagy
része legalabb 5 féle antigénnel reagélt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Hsp60
reaktivitasu antitestek eléfordulasa igen valoszinli antigéningernek ki nem tett szervezet
autoantitest repertoarjaban. Megfigyeléseink teljes 6sszhangban vannak Pashov és
munkatérsai eredményeivel (Pashov, 2002), akik Hsp90 oszlopon affinitas kromatografiaval
tisztitott [gG és IgM antitestekrdl mutattak ki, hogy szdveti extraktum tobb tucat fehérjéjét is
felismerik, azaz polireaktivak.

Ujsziilott, egészséges csecsemdk koldokzsindr vérében sikeriilt kimutatnunk anti-Hsp60 IgM
antitestek jelenlétét. Ez a megfigyelésiink alatdmasztja, hogy az emberi természetes
autoantitest repertoarnak is részét képezik Hsp60-nal reagalo antitestek a sziiletéstol fogva.
Erdekes tovabbi megfigyelésiink, hogy ugyanezekben a savomintidkban nem tudtunk Hsp65
reaktivitasu IgM antitesteket kimutatni, ami megerdsiti az epitdp analizis soran a két fehérje
kozott tapasztalt kiilonbségek jelentdségét. A kdldokzsinor vér IgG anti-Hsp60 tartalma
részrol, masrészt jol megfelel annak a tankonyvi adatnak, hogy az anya IgG-je a placentan
atjutva a csecsemd védelmét is szolgalja. Ugyanakkor az anyai IgG antitestek (vagyis az anya
immunologiai tapasztalata) részt vehetnek az érésben levé immunrendszer formalasaban,
anyabol atjutd antitestek a magzat immunrendszerének ,.tanithatjak”, hogy mely idegen
struktarak ellen kell védekezni. Ugyanakkor a homunkulusz azt is meghatarozhatja, hogy az
agressziv valaszt honnan kell tavol tartani, vagyis mely sajat molekulakat kell kiemelt
védelemben részesiteni a periférias tolerancia altal (Cohen, 1991b).

Kazatchkine és Coutinho munkacsoportja foglalkozott eldszor a természetes autoantitest
mintazatok és az életkor kapcsolataval. Vizsgalatukhoz kvantitativ immunoblot technikéat
alkalmaztak, ami lehetdvé tette nagyobb esetszamu vizsgalatok kivitelezését. Megallapitottak,

hogy ezek az antitestek kora gyermekkorban jelen vannak mar, kiemelked6é homogenitast
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mutatnak az egyes emberek kozott (ugyanazok a molekuldk keriilnek felismerésre
mindenkiben), €s az egyedre jellemzd minta stabil, nem mutat valtozast az €letkor
elérehaladtaval. Id0s személyekben ugyanazokat az IgM mintazatokat talaltak, melyeket a
csecsemokben vagy kisgyermekekben tudtak kimutatni (Mouthon, 1996). Hasonl6
megfigyelést tettek az IgG antitest mintdzatokkal kapcsolatban is (Lacroix-Desmazes, 1995).
Az élet soran kvalitativ és kvantitativ értelemben konzervaltan megdrzott, sajatot felismerd
antitest mintdzatok igen €lesen szemben allnak a bakterialis antigéneket felismerd
mintazatokkal. A baktérium extraktumokkal végzett immunoblot analizisek az IgG és IgM
mintazatok diverzifikalodésat és életkorral valtozé mennyiségét mutattak (Mouthon, 1996,
Lacroix-Desmazes, 1995). A szerzdk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a sajatot felismerd
antitestek pozitiv szelekcid sordn valasztodnak ki és 6rzodnek meg stabilan egészségesekben.
Wick és munkatarsai a Bruneck vizsgélat résztvevdiben felmérték az anti-Hsp65 antitestek
mennyiségét 5 év eltéréssel két alkalommal is. Meglepé modon az anti-Hsp65 antitestek
szintje igen stabil, véaltozatlan volt a tobb mint 800 egészséges személyben (Xu, 1999). A
stabilitas azokban is megmutatkozott, akikben carotis atherosclerosis volt kimutathatd, és
azokban is, akik magas antitestszintekkel rendelkeznek. Ha elfogadjuk a Wick hipotézis
premisszajat, hogy bakteridlis infekciok vezetnek a keresztreagald anti-Hsp antitestek
keletkezéséhez, akkor nehéz magyarazatot adni arra, miért ilyen stabil egy bakterialis
antigénnel szemben az antitestszint 5 év tavlatdban. Ez az ellentmondas ugy oldhato fel, ha
kimutathatd, hogy az anti-Hsp65 antitestek jelentds része nem a bakterialis infekciokkal mutat
szoros Osszefiigést, hanem pozitiv szelekcidval kiemelten 6rzddik meg a természetes antitest
repertoarban. Ebben az esetben a személyek kozott eltérd mennyiségben kimutathat6 anti-
Hsp60 autoantitestek koncentracidja valtozatlan hosszu idon keresztiil. Ezt a feltevést az
egészséges brit férfiak mintdinak segitségével vizsgaltuk.

A Northwick Park Heart vizsgalatba bevont egészséges brit férfiaktdl 3 alkalommal tortént
mintavétel, €s feljegyzésre kertiltek a megbetegedési adatok. Lehetdségiink nyilt olyan
vizsgalati személyek mintait analizalni anti-Hsp60 autoantitestek jelenlétére, akik
egészségesek maradtak az 6téves kovetés soran. Eredményeink aldtdmasztottak a fent
megvilagitott hipotézisiinket. Az egészséges személyek IgG anti-Hsp60 autoantitestjei
jellegzetes, log-normal eloszlast mutattak, €s szintjilk nem valtozott jelentdsen 5 év
tavlatdban. Azok a személyek, akik kevés vagy sok antitesttel rendelkezdtek a vizsgalatba
val6 bevonaskor, 6t év muilva is hasonl6 jellegzetességet mutattak. Ezek az eredményekbdl
egészséges populacidban is megerdsitették, hogy az anti-Hsp60 autoantitestek a természetes

antitestek kozé tartozhatnak.
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Kazatchkine és Coutinho munkacsoportja az autoimmun betegségek keletkezésével
kapcsolatos elméletét eredményei alapjan az aldbbiakban foglalta 6ssze (Lacroix-Desmazes,
1998). Kétféle uton keletkezhet autoimmun betegség: (i) ha egy sajat antigén fiziko-kémiai
valtozdson megy keresztiil vagy abnormalis helyen expresszalodik, lehetdséget teremt az
autoreaktiv, autolog T- és B-sejtek oligoklonalis szaporodéasara. Ez a folyamat autoantitestek
keletkezéséhez vezethet, melyek tulajdonsagaikban leginkabb az ,,immun” antitestekre
hasonlitanak (magas affinitas, specificitas). (ii) Azonban ha a szervezet autoreaktivitas-
homeosztazisat biztosito immunhaldzat elsddlegesen (genetikailag), méasodlagosan (fertézések
altal) vagy ezek kombinacidjaként felépitésében ill. miikodésében karosodik, szintén
autoimmun betegség keletkezhet. Erre az allapotra olyan autoantitestek felszaporodasa lehet
jellemzd, melyek akar a természetes antitestek (alacsony affinitas, polireaktivitas), akar az
~immun’ antitestek jellegzetességeivel is birhatnak.

Egy adott autoimmun (autoantitestekkel jellemezhetd) folyamat soran kiemelt fontossagu az
alapfolyamatok tisztazasa. Ha abbdl indulunk ki, hogy az atherosclerosis etiopatogenezisében
fontos szerepet jatszanak az anti-Hsp60 autoantitestek, akkor eredményeink alapvetden
fontosak a terdpias stratégiak kivalasztasa szempontjabol. A jelen fejezetben osszefoglalt
adatok aladtdmasztjak hipotézisiinket az anti-Hsp60 autoantitestek természetes antitestek kozé
tartozasarol. Ebben az esetben indokolt Gjszerti terapids megfontolasokhoz nytlni az
atherosclerosis vonatkozasaban is. Ilyen probalkozasok kozé egyarant tartozhat aktiv

[van Eden, 2005]) vagy passziv (intravénas immunglobulin terapia a regulalo antitestek

szintjének helyreallitasara) terapids modalitas.

A tovabbi munkahipotézis kifejtése

A természetes antitestek haldzata elsddleges (genetikai) és masodlagos (kornyezeti) okok
kombindciojaként valtozhat. Munkank fokuszaba a tovabbiakban ez a két tényezd keriilt.
Kisérleteink célja az volt, hogy felderitsiik, mely genetikai és kdrnyezeti (fertézéses) tényezok
allnak kapcsolatban alacsony vagy magas anti-Hsp60 autoantitestszintekkel. A kérdés
vizsgélatahoz komplex klinikai vizsgélataink teremtettek lehetdséget, ugyanis rendelkeztiink

betegeinktdl DNS analizisre €s szerologiai vizsgalatokra is alkalmas mintakkal.
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3, Az anti-Hsp60 autoantitestek szintjét befolyasolo tényezok vizsgalata

Bevezetés

Az anti-Hsp60 autoantitestek jellegzetességeit komplex klinikai vizsgélatok soran
tanulmanyoztuk. Elsddleges célunk az volt, hogy az adott betegség fennallasa,
jellegzetességei €s az antitestek szintje kozott osszefliggést keressiink. Vizsgalatainkat ezért
eset-kontroll felépitésiinek terveztiik. Minden vizsgalatban kiilonds hangsulyt fektettiink arra,
hogy a lehetd legtobb klinikai paraméter rogzitésre és feldolgozasra kertiiljon, tovabba
ugyanazon betegmintakban igyekeztiink tobb mérést kivitelezni (tovabbi autoantitestek,
fertézések szerologiai markerei, akut-fazis reaktansok, genetikai polimorfizmusok). A 8.
tabldzat mutatja a nem kardiovaszkularis beteganyagon végzett, a Hsp60 autoantitestek
megismerését célzo sajat vizsgalataink dsszefoglalasat (a kardiovaszkuléris beteganyagon

végzett sajat munkak attekintését 1d. a 4. tdblazatban, 34. oldal).

Vizsgalataink soran két kardiovaszkularis betegséggel (koronaria betegség €s stroke, vizsgalt
betegek/kontrollok szdma 1101/949), egy fert6z6 betegséggel (HIV-fertdzés 74/217) és
autoimmun patomechanizmus, szisztémas betegségekkel foglalkoztunk (I. tip. diabetes
mellitus, szisztémas lupus erythematodes, nem-differencialt kotoszoveti betegség, primér
Raynaud szindréma, szisztémas sclerosis, rheumatoid arthritis, dermatomyositis/polymyositis,
gyulladasos bélbetegség; vizsgalt betegek/kontrollok szama 1276/934). Ezekben a tovabbi
vizsgalatokban kapott eredményeink megerdsitik korabbi nézetiinket, hogy 1ényeges
kiilonbségek tapasztalhatok az anti-Hsp60 autoantitestek €s az anti-Hsp65 antitestek kozott. A
diabetes mellitusos gyermekekben tett megfigyeléseink megerdsitették, hogy a tobbféle epitop
specificitasu anti-Hsp60 autoantitest ,,keveréken” beliil két csoport kdzott kimutathatok
lényeges eltolodasok akkor is, ha a két csoportban mért teljes IgG anti-Hsp60
autoantitestszintek azonosak. Mdas szavakkal 1étezhetnek ,,patogén epitopok”, melyek ellen
szelektiven keletkezhetnek antitestek (és feltehetden sejtes immunvalasz is). A p277 (9.
epitop)-ellenes proinflammatorikus immunvalasz kioltasanak, lecsendesitésének jelentds
klinikai haszna mutatkozott egy klinikai vizsgalatban (Raz, 2001), igy azok a vizsgalatok,

sres

informacioval szolgéalhatnak a jovében.
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8. tablazat: Az anti-Hsp60 autoantitestek szintjét befolyasold tényezok megismerésére szervezett sajat
vizsgalataink attekintése

Betegség Vizsgaltak Osszefliggés Megjegyzés Referencia
szama
(beteg/kontroll)
HIV-fertézés | 74/217 Az anti-Hsp60 és anti-Hsp65 | Az anti-Hsp antitestek V.
szintek nem emelkedettek szintje csdokken a betegség
HIV-fertézottekben. elérehaladtaval.
132/140 Az anti-Hsp antitestek A két antitest kozott VIL
korrelaciot mutatnak az anti- | keresztreakcio is
Clq autoantitestekkel. kimutathato6.
Diabetes 83/81 Az anti-Hsp60 autoantitestek | Még egy tovabbi epitop (8. XL
mellitus I. tip. nem emelkedettek, az anti- epitop az 5. abran) ellen
p277 (9. epitdp az 5. dbran) mutathatdak ki antitestek
antitestszintek emelkedettek emelkedett mennyiségben
diabetesben. diabetesben.
Szisztémas 272/192 Emelkedett anti-Hsp Az anti-Hsp65 antitestek VI
autoimmun antitestszintek szisztémas nem differencialt kotdszoveti
betegségek sclerosisban és nem betegségben szenveddkben
differencialt kotdszoveti keresztreakciot és korrelaciot
betegségben. mutatnak az anti-Clq
antitestekkel.
198/349 Az anti-Hsp65 1gG-szintek A legmagasabb H. pylori XII.
kapcsolatot mutatnak az anti- | szeroprevalencia a
H. pylori 1gG antitestekkel, szisztémas sclerosis és nem-
mig az anti-Hsp60 differencialt kotoszoveti
autoantitestek nem. betegek csoportjaban
mutatkozott.
Gyulladasos 66/126 Mindkét vizsgalatban A kapcsolat a Crohn- XIIL
bélbetegség csokkent anti-bakterialis betegségben szenveddkben
Hsp65/GroEL antitestszintek | er6sebbnek mutatkozik, mint
124/110 a betegekben, az anti-Hsp60 colitis ulcerosaban. XIV.
autoantitestek nem mutatnak
kapcsolatot.
Egészséges 176 Kapcsolat az IL-6 -174 XV.
finn vérado promoter polimorfizmussal.
férfiak Kapcsolat az immunglobulin XVL
GM allotipus determinanssal.
Episztatikus kolcsonhatas az XVI.
1L-6 és Ig GM gének kozott.
Egészséges 327 Kapcsolat az IL-6 -174 Kozlés
magyar prométer polimorfizmussal. elott
személyek

A szisztémas autoimmun betegségekkel kapcsolatban azt tapasztaltuk, hogy az anti-Hsp65

antitestvalasz szoros 0sszefiiggést mutat egyes atélt vagy perzisztald infekcidokkal, mig az

anti-Hsp60 IgG vonatkozasaban az infekciok szerepe masodlagos. Ez a megfigyelés pontosan

megegyezik a koronaria betegekben kapott eredményeinkkel. Az infekciok és az anti-Hsp65

antitestek potencialis 0sszefliggése arra sarkallt benniinket, hogy ezt a kérdést alaposabb

vizsgalatnak vessiik ala.

Szintén kiilon vizsgélatsorozatot terveztiink abbdl a célbol, hogy genetikai tényezdket

azonositsunk, melyek a természetes autoantitest repertoar nagysagat (az immunologiai

60




homunkulusz ,,méretét”) szabalyozhatjak. Az anti-Hsp60 IgG antitestek idealis modellnek
tlintek vizsgalatainkhoz, mivel jelentés mennyiségii idevago adattal rendelkeztiink. A
kovetkezo két alfejezetben a fertdzések €s egyes genetikai tényezok anti-Hsp antitestekkel

mutatott kapcsolatdnak elemzése kovetkezik.

Fertozéses tényezok és az anti-Hsp antitestszintek kapcsolata

A sulyos koronaria betegségben szenveddkben (sajat beteganyag) harom fert6zés, a
Chlamydia pneumoniae, a Helicobacter pylori és a cytomegalovirus jelenlétét vizsgaltuk.
Mindharom kérokozo esetében az IgG szeroprevalenciat hataroztuk meg, ami atélt infekciot
jelez. A HOPE vizsgalat keretén beliil kardiovaszkularis szempontbdl nagy riziko6ja
személyek mintait vizsgaltuk Chlamydia 1gG ¢és IgA (ez utdbbi a perzisztald infekcio jele)
valamint CMV IgG antitestek jelenlétére nézve. A H. pylori 1gG jelenlétét a szisztémas
autoimmun- €s a sulyos koronaria betegek csoportjaban is felmértiik. A kiilonféle, lezajlott
vagy perzisztald infekciot jelzd antitestek szintjét osszevetettiik a mintdkban szintén megmért

anti-Hsp antitestszintekkel. Az eredmények Osszesitését a 9. tdblazat mutatja.

9. tablazat: Korrelacio egyes fert6z6 betegségek szerologiai jelei és az anti-Hsp60 antitestszintek k6zott sajat
vizsgalatainkban

Betegcsoport/infekcid Esetszam | Anti-Hsp60 IgG | Anti-Hsp65 IgG | Referencia
Korrelacios egyiitthaté (p)

Szisztémas autoimmun 198 0,056 (0,441) 0,335 (<0,0001) | XII.

betegek/H. pylori 1gG

Koronaria betegek/ H. pylori 1gG 357 -0,047 (0,376) 0,18 (0,001) L.

Koronaria betegek/ C. pneumoniae 248 0,1 (0,21) 0,024 (0,776) XVIL

IgG

HOPE*/ C. pneumoniae 1gG 671 0,00 (>0,05) 0,02 (>0,05) IX.

HOPE/ C. pneumoniae 1gA 671 -0,01 (>0,05) -0,01 (>0,05) IX.

Koronaria betegek/ CMV IgG 248 -0,015 (0,843) -0,041 (0,628) XVIL

HOPE/ CMV IgG 666 -0,02 (>0,05) 0,04 (>0,05) IX.

* A HOPE vizsgalat résztvevdi koronaria események szempontjabol magas rizikoju személyek voltak. A
szerologiai paraméterek meghatarozésa a hivatkozott cikkekben leirtaknak megfelelden tortént.

Az eredményekbdl latszik, hogy a H. pylori IgG és anti-Hsp65 IgG korrelaciotol eltekintve
egyetlen korokozo elleni antitest és Hsp60 vagy Hsp65 antitest vonatkozasaban sem sikertilt
Osszefliggést kimutatnunk. Ez feltehet6en arra utal, hogy csak kronikus, a szervezetet
kolonizal6 bakteridlis infekciok képesek jelentés mértékben a bakterialis, immundominans
Hsp65 ellen antitesttermelés beinditasara. Ezek az antitestek nagy valdszinliséggel a

fert6zéssel szemben protektiv antitestek.
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A Chlamydia infekci6 és az anti-Hsp szintek vonatkozasaban azt tapasztaltuk, hogy nincs
direkt 0sszefiiggeés a két tényez6 kozott (XVIL., 3. tdblazat). A C. pneumoniae szeropozitivitas
fliggetlen rizikofaktora volt vizsgalatunkban a stulyos koronaria betegségnek, csakligy, mint az
anti-Hsp60 autoantitestek. Kiemelendd, hogy a két tényez6 kapcsolata 6sszeadodo volt,
vagyis a C. pneumoniae szeropozitiv €s emelkedett anti-Hsp60 autoantitestet hordozd
személyek esélye volt a legnagyobb arra, hogy koronaria betegségiik legyen (XVII. 5.
tablazat). A CMV szeropozitivitds nem volt fliggetlen kapcsolatban a koronaria betegséggel,

¢s a Hsp60 autoantitestekkel sem volt 6sszeadddo hatasa.

Genetikai tényezok és az anti-Hsp antitestszintek kapcsolata

A tovabbiakban a Hsp60 autoantitestszintek és egyes citokin gén polimorfizmusok
Osszefliggéseit vizsgaltuk, melyre Mikko Hurme professzor urral (University of Tampere,
Finnorszag) inditott kollaboraciés munkéank adott lehetdséget. Mind pro-, mind anti-
inflammatorikus citokineket tanulméanyoztunk, eredményeinket a melléklet XV. cikke mutatja
be. Az antitesttermelés és B-sejt proliferacié alapvetd szabalyozoéi a citokinek, ezek kozott is
igen fontos az interleukin 6 (IL-6), melyet eredetileg mint B-sejt novekedési faktort irtak le
(Hirano, 1986). Vizsgalatunkat megprobaltuk ugy felépiteni, hogy ne egy kiragadott citokint,
hanem annak lehetséges ,,kornyezetét”, kapcsolatait is vizsgaljuk. Ezzel a stratégiaval végiil is
az IL-1-alfa -511, IL-1-béta -889, az IL-6 -174 és az IL-10 -1082, -819, -592 ¢és az IL-1
receptor antagonista (RA) polimorfizmusokat vizsgaltuk 173 kozépkoru, finn férfi vérado
mintdiban. Ugyanezektdl a személyektdl szérumminta is rendelkezésiinkre allt, melyekben az
anti-Hsp60 autoantitest méréseket is elvégeztiik. Az alkalmazott metodikéak részletes leirasa a
XV. cikkben talalhato.

Eredményeink szerint erés kapcsolat mutathat6 ki az IL-6 -174 G>C polimorfizmus és az
anti-Hsp60 IgG-szintek kozott. A legmagasabb antitestszint a vad allélt (G) homozigota
formaban hordoz6 személyekben mutatkozott, a heterozigdta vagy csak ritka allélt
hordozokban egyarant szignifikansan alacsonyabb antitestszinteket talaltunk (XV. cikk, 1.
tablazat). Tovabbi fontos megfigyelésiink volt, hogy az egészséges véradokban a nyugalmi
szérum IL-6-szintek és az IL-6 -174 polimorfizmus k6zott nem volt kapcsolat, tovabba az
antitestszintek nem mutattak 0sszefiiggést az IL-6 koncentraciokkal.

A tobbi vizsgalt citokin esetében nem tudtunk szignifikans kapcsolatot kimutatni az
autoantitest koncentraciokkal akkor sem, ha egyiittes kiértékelésnek (allélikus variaciok

szimultan hordozasa) vetettiik ald adatainkat.
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A finn véradok mintaival tett megfigyeléseinket meg kivantuk erdsiteni egy fliggetlen
vizsgalatban is. Erre 2005-ben keriilhetett sor, amikor egészséges magyar férfiak és n6k DNS
¢s szérum mintaival végezhettiik el a fenti méréssorozatot. Vizsgalatunkba 320 egészséges,
foglalkozas egészségiigyi szlirdvizsgalaton megjelent személy vett részt tajékozott
beleegyezést kovetden. Vizsgalatunk soran az IL-6 genotipus meghatarozas ¢€s az antitestszint
mérések a korabban is alkalmazott metodikak szerint torténtek. A 10. tdbldzat a genotipus
megoszlasokat mutatja a finn és a magyar populdciokban. A magyar populdcioban egyarant
rendelkezésiinkre alltak mintak noktol és férfiaktdl is, ezért a genetikai adatok értelmezéséhez
beszereztiik finn nék IL-6 -174 polimorfizmus adtait is. Megéllapithato, hogy az IL-6 -174
polimorfizmus eléforduldsaban szignifikans kiilonbség mutatkozik a finn és a magyar
populaciok kozott. Az egészséges magyar népesség korében a vad, G allél eléfordulasa
gyakoribb, mint a finn populdcidban, ez a kiilonbség ndk esetében kifejezettebb, mint

férfiakban.

10. tablazat: Az interleukin 6 -174 promoter polimorfizmus megoszlasa egészséges magyar ¢és finn
populécidban

Genotipus Magyar Magyar Magyar Finn nék, | Finn Finn
nok, férfiak, Osszesen, | n=182 férfiak, Osszesen,
n=203 n=124 n=327 n=173 n=355
1L-6 -174 GG 73 (0,359) [ 39(0,314) 112 (0,342)[ 46 (0,253) | 39 (0,225) | 85 (0,239)
1L-6 -174 GC 91 (0,448) | 56 (0,451) 147 (0,449)[ 85 (0,467) | 84 (0,485) | 169 (0,476)
1L-6 -174 CC 39 (0,193) [ 29 (0,235) 68 (0,209) | 51 (0,280) | 50 (0,290) | 101 (0,285)
IL-6 -174 G allél | 0,583 0,541 0,567 0,486 0,468 0,477
frekvencia
IL-6 -174 C allél | 0,417 0,459 0,433 0,514 0,532 0,523
frekvencia

p=0,0024 (magyar nd vs. finn nd); 0,203 (magyar férfi vs. finn férfi); 0,005 (magyar vs. finn )

Az anti-Hsp60 autoantitestszintek IL-6 -174 genotipus szerinti bemutatasa a 11. tdblazatban
talalhatd. A magyar populdcioban is sikeriilt kimutatni az IL-6 polimorfizmus és az anti-
Hsp60 autoantitestek kozotti kapcsolatot. A legmagasabb antitestszintet ebben a csoportban a
GC heterozigotak esetében mértiik, veliik csaknem azonos koncentraciokat talaltunk a GG
homozigotakban. A legalacsonyabb autoantitestszint a magyar populécioban is, hasonloan a
finnorszagihoz, a CC genotipust hordozdokban volt. Férfiakban az antitestszintek megoszlasa
hasonl6 volt a teljes vizsgalati csoportéhoz, mig ndk esetében a legmagasabb
autoantitestszintet a GG genotipust hordozdkban talaltuk. Az IL-6 genotipus és nem szerint
felbontott csoportok kozott nincs szignifikans kiilonbség az antitestszintek vonatkozasaban
(p=0,402). A G allélt hordoz6 személyeket a teljes csoportban (vagy nemek szerint kiilon

analizalva is) szignifikdnsan magasabb anti-Hsp60 autoantitestszint jellemezte. Az anti-Hsp65
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antitestek szintje, hasonldan az anti-Hsp60 autoantitestekhez, szignifikans dsszefliggést

mutatott az [L-6 genotipusokkal (az adatok nincsenek bemutatva).

11. tablazat: Az anti-Hsp60 autoantitestszintek IL-6 -174 genotipus szerinti megoszlasa egészséges magyar

populécidban
Genotipus Osszes személy, n=320 Férfiak, n=118 Nok, n=202

Anti-Hsp60 IgG p Anti-Hsp60 IgG p Anti-Hsp60 IgG p

IL-6 -174 GG | 41,8 (23,3-82,1) | 0,0026 37,5 (24,5-53,9) | 0,0343 48,2 (23,6-112,9) | 0,064

1L-6 -174 GC | 46,4 (29,8-77,9) 44,9 (28,4-77,1) 47,6 (31,7-79,6)

IL-6 -174 CC | 30,0 (18,6-50,0) 27,7 (16,8-43,9) 38,6 (19,8-51,8)

IL-6-174 G | 44,9 (28,4-78,8) | 0,0013* 40,5 (27,4-69,6) | 0,018 48,1 (28,7-88,2) | 0,022

hordozd

*1L-6 -174 GG+GC vs. CC

A 173 finn véradé mintajanak vizsgalatat mas genetikai jellegekre is kiterjesztettiik. Ujabb
méréseink az immunglobulin nehéz és konnyli lancok konstans régi6é (GM és KM)
polimorfizmusainak vizsgalatat céloztdk. Ez a munka is kollaboracio keretein beliil sziiletett, a
GM ¢s KM allotipizalast Janardan P. Pandey végezte (Medical University of South Caroline,
Charleston, SC, USA), a metodika a melléklet XVI. cikkében és az ott hivatkozott munkéakban
részletesen leirva megtalalhato. Az immunglobulin GM és KM gének az immunglobulin
lancok olyan antigén determinansait kodoljak, melyeket immunglobulin allotipusoknak
szoktak nevezni. Az Ig allotipusok megoszlasa az emberi rasszok kozott igen valtozo,
azonban egy rasszon beliil bizonyos allotipusok eléforduldsa és megdrzottsége meglepden
allando. Ez arra utal, hogy az antitestek allotipusanak kialakitasaban és a polimorfizmusok
fennmaradéaséaban kiilonféle szelekcios tényezok vehettek részt az evolucié soran. Az egyik
ilyen szelekcids tényezd nagy valdszinliséggel a kiilonféle infekciok jelenléte lehetett, ami az
eltéré humoralis immunvalaszon keresztiil befolydsolhatta a populacio allélikus jellemzdit.
Korabbi munkék ismertek, melyekben az immunglobulin allotipusok megoszlasa és az
oltasokra adott immunvalasz erdssége kozott mutattak ki kapcsolatot (Pandey, 2001). Ezért
ezzel a vizsgalattal az volt a célunk, hogy megallapitsuk, van-e kapcsolat az immunglobulin
allotipusok és az anti-Hsp60 autoantitestszintek kozott.

A XVI. cikkben bemutatott eredmények (1. tablazat) szerint szignifikans kapcsolatot tudtunk
kimutatni az Ig GM f,z allélek és az anti-Hsp60 autoantitestszintek kozott. A GM lokuszon z
allélt hordoz6 személyekben kb. 33%-kal alacsonyabb autoantitestszinteket mértiink, mint a z
allélt nem hordozokban. Hasonld 0sszefliggés az anti-Hsp65 antitestek vonatkozasaban nem
mutatkozott. Az Ig GM (b, g) és KM (1, 3) allotipusok nem mutattak dsszefiiggést egyik

vizsgalt antitesttel sem.
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Episztatikus kolcsonhatdsok és autoantitest reguldcio

Az atherosclerosis patogenezisével kapcsolatos vizsgalataink sordn két esetben is azt
tapasztaltuk, hogy genetikai és kornyezeti tényezok kozotti kolcsonhatasok szabalyozhatnak
bizonyos folyamatokat. Az egyik példa esetében a magas anti-Hsp60 autoantitestszintek €s a
Chlamydia pneumonie 1gG pozitivitas 6sszeadodo hatasat észleltiik a koronaria betegség
vonatkozasaban (XVII.), mig masik vizsgalatunkban a mann6z-ko6to fehérje genetikai
deficienciaja és a Chlamydia infekcid kozott észleltiink interakciot (XVIIL.). Ezek a
megfigyelések arra 6sztondztek benniinket, hogy fektessiink hangsulyt az egyes bioldgiai
tényezOk fliggetlen, {6 hatdsainak vizsgéalata mellett a tényezok kozotti kdlesonhatasokbol
szarmazo6 effektusok vizsgalatara is. A populacios genetikai vizsgalatokban a
kolcsonhatasokbdl szarmazo hatasok vizsgélata régota ismert, mely ismereteket ma modern
adatfeldolgozasi eljarasokkal hazasitva 0j jellegli informacidokhoz juthatunk.

Immunglobulin allotipus eredményeinket a fenti megfontolasok alapjan a tovabbiakban a
rendelkezésiinkre allo IL-6 polimorfizmus adatokkal osszefiiggésben is elemeztiik. Célunk
annak vizsgalata volt, hogy az antitestvalaszt befolyasold két genetikai tényezo kozott ki
tudunk-e mutatni bioldgiai kdlcsonhatast. Fontos hangstilyozni, hogy a kdlcsonhatas
felderitését szolgalo stratégia feldllitasat ebben az esetben eldzetes hipotézis és eredmények
segitettek. Az analizist az tette lehetdve, hogy ugyanabban a populécioban (finn vérado
férfiak) rendelkezéstlinkre alltak a genetikai adatok mellett az autoantitest mérések eredményei
is.

Amint az a 12. dbran lathato, az IL-6 és Ig GM genotipus adatok szerint csoportositott anti-
Hsp60 autoantitestszintek 1ényeges kiilonbségeket mutatnak az egyes alcsoportok kozott. Az
IL-6 és GM all¢lek kozotti kolcsdonhatasok jelentdsen befolyasoltak az antitestek mennyiségét.
A legalacsonyabb antitestszint az IL-6 -174 C és GM z alléleket hordoz6 személyekben volt.
Azok, akik IL-6 -174 GG genotipust hordoztak, fiiggetleniil attol, hogy milyen allélek voltak
jelen a GM lokuszon, szignifikdnsan magasabb anti-Hsp60 autoantitestszinttel rendelkeztek.
Viszont akik a GM f, f allotipusokkal voltak jellemezhetdek, csak akkor hordoztak anti-Hsp60
autoantitestet magasabb koncentracidban, mint a z, z & z, f csoport, ha az IL-6 -174

pozicidban C allélt hordoztak.
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12. abra: Az anti-Hsp60 autoantitestszintek elemzése az interleukin 6 -174 promoter G>C polimorfizmus és az

immunglobulin GM f/z allélek hordozasa szerint. Az alacsony anti-Hsp60 autoantitestszint hatarértéke a teljes

csoport (finn vérado férfiak, n=173) 33. percentilise volt (<17.66 AU/ml).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az IL-6 gén promoter polimorfizmus és az Ig GM

allotipus kozotti kdlesdnhatés szignifikans, episztatikus kolcsonhatasban 4ll az anti-Hsp60

autoantiestek mennyiségével. Mas szavakkal, a GM f, f allotipus és a magas anti-Hsp60 IgG

kapcsolatot az IL-6 -174 C all¢l jelenléte képes elfedni (12. tablazat). Egyik 10kusz

autoantitestszintekre kifejtett hatdsa csak egy masik 16kusz bizonyos alléljanak jelenléte

mellett érvényesiil.

12. tablazat: Az anti-Hsp60 autoantitestszintek elemzése az interleukin 6 -174 promoter G>C polimorfizmus és

az immun,

lobulin GM f/z allélek hordo

zasa szerint.

Genotipus Anti-Hsp60 | Anti-Hsp60 | Anti-Hsp60 (AU/ml)
magas (n) alacsony (n)

1L-6-174-C&GM-zz v. {z 48 43 21.3 (12.3-39.6)

1L-6-174-C&GM-ff 29 11 29.8 (15.7-72.4)

1L-6-174-GG&GM-zz v. fz | 20 5 36.6 (20.8-79.0)*

1L-6-174-GG&GM-ff 12 2 55.6 (25.4-75.4)*
khi-négyzet proba (trend): p=0.002

p=0.0009

Az alacsony anti-Hsp60 autoantitestszint hatarértéke a teljes csoport (finn vérado férfiak, n=173) 33. percentilise

volt (£17.66 AU/ml). *p<0.05 az ANOVA poszt-tesztje soran, az IL-6-C/GM zz&FZ csoporthoz viszonyitva.
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Meg kell jegyezni, hogy az 0sszes vizsgalt allél eloszlasa megfelelt a Hardy-Weinberg
szabalynak.

Az anti-Hsp65 antitestek szintje is szignifikans osszefliggést mutatott az IL-6 ¢s GM
genotipusokkal, amennyiben az analizis a két gén kozotti episztazis felderitésének lehetdségét

is magaban hordozta (Id. XVLI. cikk, 2. tablazat).

Megbeszélés

Az ebben a fejezetben bemutatott vizsgalatainkkal arra kerestiink valaszt, hogy milyen
tényezdk befolyasolhatjak az anti-Hsp60 autoantitestek szintjét egészségesekben és kiilonféle
betegségben szenveddkben. A Hsp60 csalad tagjai infekcidkban immundomindns antigénként
viselkednek, igy elleniik antitestek keletkeznek, melyek hossza ideig kimutathatok a
keringésben. El8szor kiilonféle infekciok tanulméanyozésat végeztiik el érbetegekben és
autoimmun betegségben szenveddkben. Tovabbi célunk volt autoantitestszintekkel
kapcsolatban all6 genetikai tényezdk azonositasa. Két csoportba (citokinek €s
immunglobulin) tartoz6 géneket vizsgaltunk, ezekrol kézenfekvo feltételezni, hogy
kapcsolatot mutathatnak antitestszintekkel. Vizsgalataink eredményei figyelmiinket a
kiilonb6z6 tényezok kozotti kolesonhatasokra irdnyitottak, igy ennek a teriiletnek kiilonds
hangsulyt adtunk.

Az anti-Hsp60 autoantitestek szintjét a fertdzések nagymértékben befolyasolhatjak, mivel a
hdsokkfehérjék igen konzervalt molekulak, és immundomindns jellegiiek az infekcid soran.
Tekintettel arra, hogy az atheroscleroticus érbetegségben szenveddkkel kapcsolatban

halmozodott fel a legtobb erre vonatkozé adat, el@szor ezek ismertetése kovetkezik.

A fertozések szerepe az atherosclerosis etiopatogenezisében

A fert6zések szerepe ma még nem tekinthetd tisztdzottnak az atherosclerosis patogenezisében.
Ellentmondasos eredmények jelentek meg az irodalomban az egyes fert6z6 agensek szerepére
vonatkozdan. Epstein ¢és munkatarsainak jelenlegi elképzelése szerint inkabb tobb, gyakori
patogén egylittesen, mint onmagaban egy vagy két adott koérokozo6 fokozza a koronéria
betegség kockazatat. Eredményeik szerint (Prasad, 2002) a koronaria betegek 96%-a harom
vagy tobb kozdnséges korokozoval szemben szeropozitiv. A szerzok a ,,patogénekkel valo
terheltseg” kifejezéssel szemléltetik azt a tényt, miszerint az élet soran elszenvedett szdmos
fertzés egyiittes hatasa a koszortér-betegség fontos ¢és fiiggetlen elérejelzdje. Az elméletet
tovabbi, fliggetlen vizsgalatok megfigyelései is alatdmasztjak (Smieja, 2003, Rupprecht,

2001). Bar elég érdekes és meggy0z6 mddon, a patogénnel valo terheltség tedria a
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gazdaszervezet és a patogén kozotti kdlesonhatasokat a korokozd szemszogébdl kozeliti meg.
Az atherosclerosis patogenezisében a gyulladasos-immunolégiai tényezdk szerepét is
igyekeztiik vizsgalataink soran figyelembe venni. A komplex kisérlettervezés (antitest €s
genetikai vizsgalatok) lehetdvé tette szamunkra a patogénekkel valo terheltség tedria
mintdjara az ,,immundefektusokkal valo terheltség” kifejezés bevezetését. A kdrnyezeti
tényezOk (mint példaul a patogének) figyelembe vételén kiviil elméletiink (13. adbra)
behatobban foglalkozik azzal a ténnyel, miszerint az adott személyben a kdrnyezeti és
biologiai kockazati tényezok 0sszes hatdsa egyben jelenik meg, és az egyén genetikai- és
immunolégiai ,,hatorszaga” alapvetden befolydsolja a veszélyes behatdsok netté eredményét

(XIX, XX).

Patogénekkel vald terheltség

Kézdnséges korokozok 6sszeadddod hatasa
(herpesvirusok, bakterialis infekciok)

Koérokoz6 perzisztalas/reinfekcio

Gyulladasos reakcié
Endothel diszfunkcio

Atherosclerosisra valé fogékonysag

Autoimmun valasz
Szabalyozé autoimmunitas sérilése

Genetikailag kodolt immundefektusok
(termelési, szabalyozasi, mlikodési variaciok)

Immundefektusokkal valé terheltség

13. abra: A patogénekkel valo terheltség, az immundefektusokkal valo terheltség s az atherosclerosisra vald
fogékonysag kapcsolata.

Elméletiinket alatdmasztd eredményeink szerint a C. pneumoniae-vel szembeni
szeropozitivitds mérsékelt Osszefiiggést mutatott a koronaria betegség fennallasaval, ez az
Osszefliggés sokkal er6sebb volt azokban, akik az mbi2 gén hibas variansat hordoztak
(XVIIL.). Masként kifejezve a Chlamydia fert6zés olyan, genetikailag fogékony személyekben
eredményezheti koronaria betegség kifejlddését, akik egy bizonyos ,.enyhe” immundefektust
hordoznak. Nem talaltuk szignifikdnsan emelkedettnek az mb/2-varians allé¢l hordozokban a
C-reaktiv fehérje koncentraciot, ami arra utal, hogy az MBL hiany 6nmagaban nem oka a
kronikus, alacsony szintli gyulladasnak ebben a betegcsoportban. Ehhez hasonléan az mbi2-

crer

atherosclerosis keletkezésével kapcsolatban egy tovabbi, a human TLR4-es receptort kodolo

68



gén hibas mikodését is leirtak ujabban (Kiechl, 2002). A szerzok beszamoltak arrél, hogy a
csOkkent NF-KB aktivaciot okozd TLR4299 allél jelenléte csokkentette a carotis
atherosclerosis kialakuldsanak valosziniiségét. Ez arra utal, hogy a TLR4 esetében nem a
koérokozodkkal szemben megvaltozo fogékonysag, hanem egy esetlegesen (pl. fertézés
hatdsara) kialakul6d gyulladasos reakcié természete, er0ssége hatarozza meg az
atherosclerosissal valo Osszefiiggést. Mindazondltal az eredmények arra utalnak, hogy a
korokozok felismerése a természetes immunitas altal fontos szerepet tolt be az atherosclerosis
patogenezisében. Az infekcidkkal szembeni fogékonysagot szabalyozé tényezok attételesen
hatéssal lehetnek az anti-Hsp60 antitestvalaszra is, bar erre ma még nincs konkrét bizonyiték.
A fentiekben ismertetett eredmények és hipotézisek arra utalnak, hogy a kronikus bakteridlis
infekciok, és a bakteridlis Hsp65 elleni antitestek emelkedett szintjei kozott kapcsolat lehet,
ami fokozottan mutathato ki kiilonféle érbetegségben szenveddkben. Az élet soran
elszenvedett, hatasukban 0sszeadodo, akut vagy perzisztald bakterilis fertézések, melyek
gyakran egyéb kornyezeti (dohanyzas) vagy genetikai (pl. természetes immunités)
tényezdkkel szoros kapcsolatban allnak, az anti-Hsp65 antitestek mennyiségének modositasa
altal is hatassal lehetnek az atherosclerosis kialakulasara, elorehaladasara. Ezek, a kiilon-

kiilon is rizikonoveld, fiiggetlen tényezdk hatasukban 6sszeadodo jellegliek.

Fertozeéses tényezok és az anti-Hsp antitestek kapcsolata

Vizsgéalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az anti-Hsp65 antitestek a H. pylori infekcidval
mutatjak a legszorosabb kapcsolatot. Erre vonatkozdéan konkrét irodalmi adatok is ismertek.
Tobb, japan, ulcus betegségben szenvedd betegen végzett vizsgalat is kapcsolatot mutatott ki
a H. pylori infekci6 és az emelkedett anti-Hsp65 antitestszintek kozott, a H. pylori eradikacios
kezelését kovetden az anti-Hsp65 antitestek szintje szignifikansan csdkkent (Takenaka, 2004),
mely csokkenés a terapia sikerének monitorozasara is felhasznalhat6 volt (Yunoki, 2000).
Ezzel 6sszhangban a keresztreagdlo epitopokkal szemben hidnyz6 anti-Hsp65 antitest valasz
klinikailag manifeszt H. pylori infekciot kisért (Yamaguchi, 2000).

Eredményeink megfelelnek az irodalomban ismert, kardiovaszkularis betegségben
szenvedOkon tett megfigyeléseknek is. A H. pylori szeropozitivitas €s az atherosclerosis
kozott azonban csak az alacsony szocidlis statusszal rendelkezékben mutathat6 ki kapcsolat
(Mayr, 2000). A kapcsolat még erdsebb azokban, akik a citotoxicitas-asszocidlt A gén (CagA)
ellen is tartalmaznak antitesteket, tehat patogénebb baktériumtorzzsel fertézottek (Mayr,
2003). Ebben a vizsgalatban az anti-Hsp65 1gG-szintek egyértelmii kapcsolatot mutattak a H.

pylori 1gG-szintekkel, kiilondsen az alacsony szocialis statusszal rendelkez6kben, tovabba
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kronikus léguti betegségek (bronchitis chronica, emphysema és asthma bronchiale) és a
magas anti-Hsp65 1gG-szintek kapcsolatat is megfigyelték. A H. pylori és az anti-Hsp65
antitestek kapcsolatat koronaria betegségben is leirtak. Birnie és mtsai (1998) angiografiaval
igazolt betegség esetén a H. pylori IgG és anti-Hsp65 1gG kozott szignifikans, pozitiv
korrelaciot (r=0,39, p<0,0001) tapasztaltak. A H. pylori pozitivitas vizsgalataban a
dohanyzéssal, alacsony szocialis statusszal és a fibrinogénszintekkel mutatott 6sszefliggést.
Mindezen tényezokre tortént adjusztalas utan a Hsp65 IgG antitestek nem mutattak
szignifikans kapcsolatot a koronaria betegséggel. Ezzel az eredménnyel teljesen 6sszhangban
van Rothenbacher és munkatarsainak az a megfigyelése (Rothenbacher, 2001), hogy
angiografiaval igazolt korondria betegekben a H. pylori IgG pozitivitas, az anti-H. pylori
Hsp60 IgG antitestek és az alacsony iskolazottsag egymassal kapcsolatot mutatnak. Mindezek
az eredmények arra utalnak, hogy a kronikus bakterialis infekciok, és a bakterialis Hsp65
elleni antitestek emelkedett szintjei kdzott kapcsolat lehet, ami fokozottan mutathato ki
kiilonféle érbetegségben szenveddkben.

A Chlamydia infekci6 szerologiai jelei €és az anti-Hsp60 antitestek kozotti sszefiiggéssel
kapcsolatban egybehangzoak az irodalomban talalhatd eredmények: a kettd kozott nem
mutathat6 ki korrelacié (Mayr, 2000). A Bruneck vizsgalat eredményei szerint a C.
pneumoniae IgA szeropozitivitas 0sszefiiggésbe hozhato a carotis atherosclerosis
fennallasaval, kiilonosen akkor, ha erds gyulladasos reakci6é (magas CRP-szint) is kimutathat6
az érintettekben (Mayr, 2000). Ugyanakkor sajat vizsgalatunkban (XVII.) majd egy
finnorszagi vizsgalatban is (Huittinen, 2003) megerdsitésre keriilt, hogy a Chlamydia infekcid
¢s az anti-Hsp antitestek kozott 6sszeadodod kapesolat van. Sajat eredményeinket a melléklet
XVII. cikkének 5. tdblazata mutatja. A legmagasabb kardiovaszkularis rizik6é azokban
mutatkozik, akikben egyszerre vannak anti-C. pneumoniae antitestek és anti-Hsp60
autoantitestek. Ezekben a betegekben tobb mint 80-szoros az esély sulyos korondriabetegség
kialakulasara azokhoz képest, akik a mindkét szempontbol negativok. Huittinen (2003) és
munkatérsainak hasonlo - azonban IgA anti-Hsp60 autoantitesteket méro - vizsgalata 2,61-
szeres rizikondvekedést dokumentalt. Vizsgalatukban a rizikot tovabb novelte, ha gyulladasos
valasz is jelen volt (emelkedett szérum CRP-szint), ezekben a betegekben 17-szeres
rizikonovekedést észleltek. Az eredményekbdl feltételezhetd az, hogy azoknak a
személyeknek fokozott a kardiovaszkularis rizikdja, akiknél egy Chlamydia infekciot anti-
Hsp60 autoantitestek megjelenése kovet. Ez a reakcio kifejezheti azt a tényt is, hogy ezekben
az emberekben a természetes antitest repertodr sériilékeny, a sajatot védo autoreaktivitas

fertdzés hatasara konnyen autoagresszioba csaphat at. Nagyon valoszinii, hogy mas
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autoimmun betegségekben, ahol ismert a fertézések korfolyamatot provokald hatésa, hasonlo
mechanizmusok érvényesek.

Ezek az eredmények kiilonds fontossagot adnak azoknak a vizsgalatoknak, melyek célja az
anti-Hsp60 autoantitestszintek szabalyozasanak, kialakuldsdnak vizsgalata. Ha sikertil
azonositani, hogy milyen tényezdk okozzak a magas anti-Hsp autoantitestszint kialakulasat
(pl. egy Chlamydia infekciot kdvetden), akkor a betegek (veszélyeztettek) kozott olyan
alcsoportok azonosithatok, melyeknél eltérd, ujabb megeldzési stratégiakra lesz sziikség.
melyek kozott tobbrdl is ismert, hogy az immunvalasz mddositasara, hangolasara,

szabalyozasara képesek.

Genetikai tényezok és az autoantitestek termelésének szabalyozdsa

Mig a Hsp65 antitestek jo markerei lehetnek a patogénekkel valo terheltségbdl szarmazo
rizikonovekedésnek, addig az anti-Hsp60 autoantitestek ezektdl részben elkiiloniilve, mas
szabalyozo tényezokkel kapcsolatban mutatnak 0sszefiiggést a fokozott rizikoval. Az
immundefektusok kozott jelennek meg ennél fogva azok a genetikai tényezdk, amelyek
fokozott autoantitest termeléssel mutatnak kapcsolatot. Ilyenek példaul a munkankban
bemutatott IL-6 ¢s immunglobulin allélikus varidciok.

Az elébbiekben ismertetett két fiiggetlen vizsgalat (finn vérado férfiak €és magyar egészséges
populacid) egybehangzé eredménye nagymértékben megerdsiti az IL-6 gén polimorfizmus és
az anti-Hsp60 autoantitestek kozotti kapcsolat jelentoségét.

Az interleukin-6 eredetileg, mint B-sejt differencialodasi faktor keriilt leirasra (Hirano, 1986),
de hamar felismerték multifunkcionalis jellegét. Alapvetd szerepet jatszik az immunvalasz
szabalyozasaban, a haemopoesisben, az akut-fazis reakcidban és gyulladdsos folyamatokban
(Hirano, 1998). Az IL-6 gén (IL-6) emberben a 7-es kromoszdéma rovid karjan talalhato, 5
exonbdl és 4 intronbdl épiil fel (Yasukawa, 1987). A gén komplex felépitésti regulatoros
szakasza és promotere jelentdsen hozzajarul az IL-6 sokoldala viselkedéséhez. Az IL-6
promoterét tobb transzkripcios faktor is bekapcsolja, mig szteroidok és a retinablasztoma
kontroll elem gatoljak mikodését. Az IL-6 bioldgiai hatasait befolyasoljak génjének allélikus
valtozatai. Tobb ¢élettani €s koros allapottal kapcsolatban irtak le egyes allélek eltérd
eléfordulasat. Mind a prométer, mind a struktirgén teriiletén talalhatok polimorfizmusok,
melyek koziil kettdvel kapcsolatban igen gazdag az irodalom. A gén 3’ végén talalhato

valtoz6 szdmu tandem szekvencia (VNTR) egy multiallélikus polimorfizmus, mig a promoéter
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polimorfizmus kapcsolatat tobb betegséggel is leirtak, melyek kozott taldlhatd az Alzheimer-
kor, kardiovaszkularis és daganatos betegségek, csontritkulés, II. tip. diabetes mellitus,
szepszis €s theumatoid arthritis (attekintését 1d. Papassotiropoulos, 2001). A -174 G>C SNP
funkcionalis aktivitasat is jellemezték: a G allél jelenlétében az IL-1[3 vagy endotoxin
stimuldciora adott transzkripcids valasz fokozott volt a C allélhez képest (Fishman, 1998).
Ugyanakkor ellentmondasos eredmények sziilettek azokban a vizsgalatokban, melyekben
kapcsolatot probaltak keresni a -174 G>C polimorfizmus és a plazma IL-6-szintek kdzott.
Abban konszenzus mutatkozik, hogy kiilonféle stimulusok utdn mért indukalt IL-6-szintek
magasabbak G all¢l jelenlétében, mint a CC genotipus esetén (Benneromo, 2004). A nyugalmi
helyzetben mért IL-6-szintek és a -174-es SNP kozott viszont nincs kapcsolat. Ezek az
eredmények egyiittesen magyarazhatjak a korabbi ellentmond¢ tapasztalatokat.

Mindezek az ismeretek arra utalnak, hogy az IL-6 -174 GG genotipust hordozo6 személyek
megnovekedett antitesttermeléssel valaszolhatnak antigén expozicio esetén, mivel a magasabb
IL-6-szintek erdsebb B-sejt aktivaciot €s proliferaciot okozhatnak. Erre utal Kuwana és mtsai
megfigyelése (Kuwana, 2000), amely szerint az in vitro keletkezett IgG anti-topoizomeraz [
autoantitestek mennyiségét a T-sejt help hatarozta meg, ami az IL-6-szintekkel volt szoros
Osszefiiggésben. Ezt a hipotézist az is alatamasztja, hogy szisztémas sclerosisban szenvedd
betegekben a poliklonalis B-sejt aktivaciot magas IL-6-szintek kisérik (Sato, 2004). Ezzel
teljesen Osszhangban sajat vizsgédlatunkban is hasonl6 eredményeket kaptunk: a
poliszisztémas autoimmun betegségben szenvedok koziil a szisztémas sclerosisban €s a nem-
differencialt kotdszoveti betegségben szenveddkben észleltiink emelkedett anti-Hsp60 és anti-
Hsp65 antitestszinteket (VI.). Ehhez hasonld eredményeket mar a 90-es évek elején is
kozoltek, szisztémas sclerosisban, és kiillondsen annak progressziv formajaban emelkedett
anti-Hsp65 antitestszinteket mértek olasz kutatok (Danieli, 1992). Ezeket az eredményeket
Osszevéve igen valoszinil, hogy a szisztémas sclerosis patogenezisében fontos szerepet
jatszanak az anti-Hsp65 antitestek, melyek feltehetden kedvezdtlen genetikai tényezdket (pl.
magas IL-6 termelésre hajlamosito /L-6 -174 GG genotipus) hordoz6 személyekben a
kronikus bakterialis infekciok (1éguti betegségek, H. pylori) fellépése nyoman jelennek meg.
Nem lehet azonban kizarni azt sem, hogy az IL-6 gén -174-es polimorfizmusa része valamely
nagyobb haplotipusnak, és az antitestek szintjét a haplotipus valamely mas, ma ismeretlen
tagja szabalyozza.

2005-ig tobb, nem kardiovaszkularis betegségben is leirtak, hogy az anti-Hsp60 autoantitestek
vagy anti-Hsp65 antitestek emelkedett szinten fordulnak el az adott allapotban. A 13.

tablazatban Osszefoglalva lathatok ezek az eredmények. Az anti-Hsp60 autoantitestek
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szintjének Osszefliggése az IL-6 citokinnel irodalomkutatasra 0sztonzott benniinket.
Megvizsgaltuk, hogy azokban a betegségekben, melyekben emelkedett anti-Hsp60

antitestszinteket kozoltek, leirtdk-e az adott allapot 6sszefliggését az I1L-6-tal.

13. tablazat: Osszefiiggés egyes betegségek, anti-Hsp60 antitestszintek és az interleukin-6 koncentraci6 kozott

Betegség A betegség és emelkedett A betegség és az emelkedett
anti-Hsp60 antitestszintek IL-6 koncentracid
Osszefiiggését bemutatd kapcsolatat bemutaté munka
munka

H. pylori-val Ishii, 2001 Hussell, 1993

asszocialt MALT Takenaka, 2004

lymphoma

Periodontitis Tabeta, 2000 Okada, 1998

Guillan-Barré sy Yonekura, 2004 Aarli, 2003

Posztoperativ Mandal, 2004 Gaudino, 2003

pitvarfibrillacié

I. tip. diabetes Abulafia-Lapid, 2003 Kristiansen, 2003

mellitus Weitgasser, 2003

SLE, thromboticus Dieude, 2004 Cross, 1999

szOvodmények

Zajartalom, Yang, 2004 -

hallasvesztés

Takayasu arteritis Kumar-Chauhan, 2004 Noris, 1999

Schizophrenia Wang, 2003 Schwartz, 2000

Akut anterior uveitis | Cancino-Diaz, 2004a Bardak, 2004

Psoriasis vulgaris Cancino-Diaz, 2004b Elkayam, 2000

Szisztémas sclerosis | Danieli, 1992 Scala, 2004

Behcet-kor Tanaka, 1999 Adam, 2004

A 13. tablazatban bemutatott vizsgalatok és attekintd cikkek tantisaga szerint a feltiintetett
betegségek kozos jellemzdi az emelkedett anti-Hsp60 autoantitestszintek és IL-6
koncentraciok. Két betegséggel kapcsolatban ismert az is, hogy a -174-es promoter
polimorfizmus 0sszefiiggésben van-e az adott allapottal: (i) diabetes mellitusban a betegség
pubertasban megjelend formajaban a -174 GG genotipus gyakoribb eldfordulasat észlelték,
ami magasabb IL-6-szinttel jarhat; (i1)) Motoros szivmitétet kovetden a -174 GG hordozokban
magasabb IL-6-szinteket, fokozott gyulladdsos vélaszreakciot és gyakoribb pitvarfibrillacios
szOvodményt észleltek.

Ezek az eredmények ¢€s Osszefliggések teret engednek annak, hogy feltételezziik, altalanos
jellegti 0sszefliggés lehet az IL-6 -174-es polimorfizmus, stimulust/gyulladast koveto
emelkedett csucs IL-6 koncentraciok, és a megndvekedett anti-Hsp60 autoantitestszintek
kozott. Feltételezéslink szerint a szervezetet ért karosodast kovetd gyulladasos reakcid soran
egy tulzott IL-6 valasz erds B-sejt akivaciot €s antitesttermelést okozhat. Ebben az esetben a
természetes antitestek regulald halozata felbomlik, ami lehetdséget ad autoagresszio

kibontakozasanak és a szervezet integritdsat visszaallito gyulladasos folyamatok kisiklasanak.
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Ezt a hipotézist csak tovabbi vizsgalatokkal lehet majd aldtdmasztani vagy elvetni, melyekhez
a 13. tablazatban felsorolt betegségeket célzo, prospektiv tanulméanyokra lesz majd sziikség.
Az immunglobulinok Y- és K-lanc konstans régidiban az antigéndeterminansokat a GM és KM
allotipusok hatarozzak meg (Grubb, 1995). Az Ig allotipusok kifejezett eltérést mutatnak
egyes emberi rasszok kozott, azonban egy rasszon beliil meglepd allanddsaggal,
kapcsoltsaggal 6roklédnek tovabb a GM és KM haplotipusok. Mindezek arra utalnak, hogy
bizonyos szelekcids tényezdk biztositottdk generaciordl generdciora az allotipusok
megorzését, melynek f6 hajtdja szelektiv szelekcids elonyok 1étezése lehetett. A fertézések, €s
az azokra adott antitestes immunvalasz nagy valoszinliséggel e tényezdk kozé tartoznak.

Ezt a feltételezést tobb vizsgalat eredménye is alatamasztja. Példaul Pandey és munktarasai
(2001) azt a megfigyelésiiket kozolték, hogy a GM lokuszon z allélt hordozokban
poliszacharid vakcinakkal valo oltas utan alacsonyabb a specifikus antitestszint, mint az f, £
genotipust hordozdokban. Fontos hangsulyozni azonban azt is, hogy az Ig allotipusok
els6sorban a T-independens antigénekre adott antitestvalasz erejével mutatnak kapcsolatot.
Feltehetéen mas génekkel (pl. HLA vagy 1L-6) egyiittmiikddve mutatjdk csak az
antitestvalaszt modosito hatast T-dependens antigének esetén.

A GM f, z 16kuszok kapcsolatat autoimmun reakcidkkal szisztémas sclerosisban kordbban
mar leirtdk (Pandey, 2001; Kameda, 1998). Azok a B-sejtek, melyek immunglobulin
receptora bizonyos GM allotipust hordoz, hatasosabb antigén felvételre és feldolgozésra,
valamint T-sejteknek valo bemutatasra képesek, ami fokozott antitesttermeléshez vezethet. Az
Ig allotipusok és az autoantitest valasz kdzotti kapesolat mechanizmusat tobb elmélettel is
lehet magyardzni. Az immunvalaszt részben meghatarozo varidbilis régié determinansok és a
konstans régio allotipusok kozott fennallhat kapcsoltsag (linkage disequilibrium). Az is
lehetséges, hogy direkt kapcsolat van bizonyos idiotipusok kialakuléasa és Ig allotipusok
kozott. Az allotipusok okozhatjak a konstans régid struktirdjanak valtozasat is, ami
kozvetleniil befolydsolhatja az antitestek antigénkdtOhelyének kinetikai viselkedését, valamint

az antitestek sejtfelszini receptorokkal mutatott kdlcsonhatéasat.

Episztatikus kolcsonhatdsok, mint autoantitestszintekkel kapcsolatot mutato tényezok

Az anti-Hsp antitest koncentraciok kialakitasaban tobb tényezo egyiittes hatdsa, kolcsonhatasa
1s szerepet jatszhat. Tobb ilyen interakcid is azonosithato: dohanyzas és fertézések (pl.
pulmonalis Chlamydia vagy gastrointestinalis H. pylori infekcio), fertdzések €s genetikai
tényezOk (Chlamydia és MBL, XVIII. cikk) vagy antitesttermelés és genetikai tényezdk (IL-6
¢s Ig genotipusok és anti-Hsp antitestek, XV, XVI. cikkek). Az altalunk vizsgalt jelleg
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(autoantitest koncentracio) szabalyozasdban nemcsak egy-egy tényez6 f6 hatdsa szamithat,
hanem tobb (gyenge? Csermely, 2004) faktor 6sszeadodo, egymassal kdlcsonhatasban levd
hatésa is (XIX, XX).

A kapcsoltsag tagabb értelmezését jelenti, ha episztatikus, epigenetikai vagy funkcionalis
kolesonhatasokat, kapcsolatokat keresiink az antitesttermelésben szerepet jatszo molekulédk
kozott. A fent bemutatott sajat vizsgéalatainkban a gén-gén kolcsonhatasok és
autoantitestszintek kozotti kapcsolat felismerése két tényezon alapult: a vizsgalt gének
fiiggetlen {6 hatasan, és korabbi ismereteken (hipotézis). Csupan 6 10kuszt vizsgaltunk, és
kett6 esetében (IL-6 -174 és GM f, z) tapasztaltuk a kolcsonhatasok autoantitestszinteket
befolyasold hatasat. Igen valdszinii, hogy nagy, genetikai informéciokat populacids szinten
tartalmazo6 adatbazisok részletes, kdlcsonhatasok vizsgalatara is kiterjedo kiértékelésével a
jovOben igen sok biologiai jellegzetességgel kapcsolatban deriil majd fény a tényezdk kozotti
kolesonhatasok alapvetd szerepére. Ennek kelld értékelését azonban csak a kdlesonhatasok

természetének megfeleld ismeretével tehetjiik.

A gén—gén kolcsonhatasok alapveto jellegzetességei

A mendeli szabalyok ismételt felismerése utan roviddel nyilvanvaldva valt, hogy az 6roklodés
multilokuszos természetét sokszor nem lehet az egyes gének hatasainak megfigyelésével és a
hatdsok kombindlasaval megmagyarazni. A gének hatdsai sokszor kdlcsonhatasban vannak
egymassal, ami 1j fenotipusok kialakuldsahoz vezethet. Az 6roklddés mendeli aranyoktol vald
eltérésének jellemzésére kb. szdz évvel ezeldtt William Bateson bevezette az episztazis
fogalmat (Bateson, 1909). Episztazisrol — eredeti jelentése szerint, ami biologiai
megkozelitést takar — akkor van sz0, ha az egyik lokusz hatasa elfedi egy masik 10kusz
allélikus hatasat. Nem sokkal késébb Sir Ronald Fisher is megfogalmazta az episztazis

Ma az episztatikus hatas biologiai meghatarozasat a kovetkezok szerint adhatjuk: két
génvarians (polimorfizmus) kozotti kolecsonhatés lehet direkt (DNS—DNS vagy DNS—mRNS)
vagy indirekt (a fehérjetermékek altal) oly mdédon, hogy a kdlcsonhatds eredményeként
jelentkezo fenotipust modositd hatas (példaul betegség megjelenése) eltér a gének egymastol
fiiggetlen, f6 hatasaitol. Tekintettel arra, hogy a makromolekulak kozotti kdlesonhatasok igen
elterjedtek, és az ¢életmiikodés alapjait jelentik, joggal feltételezhetd, hogy az episztazisok is
kozonségesen eléforduld és jelentds biologiai szerepet jatszo tényezok a genetikai

miikodésben (Moore, 2003).
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A tovabbi munkahipotézis ismertetése

Az el6z0 fejezetekben Osszefoglaltuk az anti-Hsp60 autoantitestek viselkedését korondria
betegségben. Kimutattuk, hogy ezek az autoantitestek a természetes antitest repertoarba
tartozhatnak, és szintjlik szabalyozasaban szerepe lehet fertézéseknek és genetikai
tényezoknek is. Ezek a tényezok dsszességiikben, egymassal kialakitott kdlcsonhatasaikban
magyardzzak az atherosclerosis kialakulédsat €s lefolyasat. Tekintetbe véve, hogy a klasszikus
rizikofaktorok, a fertézéseket szabalyozé tényezok €s az autoantitestszintekkel kapcsolatban
1év6 genetikai faktorok kozott a fliggetlen f6 hatdsok mellett kdlcsonhatas is lehet, a
tovabbiakban kiemelt figyelmet szenteltiink egy olyan adatkiértékelési modszer
megismerésének ¢€s fejlesztésének, mely alkalmas a kdlcsonhatasokra kiterjedd analizis
kivitelezésére. Ennek a modszernek a teszteléséhez kivaldan alkalmasnak bizonyult az eredeti
(elészor az 1. cikkben kozolt) betegeink adatait tartalmazo adatbéazis. A dolgozat utolsé

fejezetében ennek az analizisnek az ismertetése talalhato.
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4, Az anti-Hsp60 autoantitestek és a koronaria események kapcsolata

Az eseménymentes tulélés és az anti-Hsp60 autoantitestek kapcsolata koronaria betegsegben
Vizsgalatunkba 1996-ban bevont, siilyos koronaria betegségben szenvedd, by-pass miitéten
atesett betegeink klinikai allapotanak felmérését, nyomonkdvetését sikertilt elvégezniink
2000-2001 folyaman, atlagosan 5 évvel a by-pass mutét utan. A 357 beteg koziil 318 esetben
(89,1%) sikeriilt informdaciot szerezniink betegeinktdl, hozzatartoz6iktol vagy haziorvosuktol.
A 318 sikeresen kovetett beteg koziil 82 esetben fordult el6 haldleset vagy kardiovaszkuldris
esemény (halaleset 19 esetben, ezek kozott kardiovaszkularis okbol 11 esetben, nem kardialis
okbol [gastrointestinalis vérzés, malignitéas, virusos pneumonia] 4 esetben, 4 esetben
ismeretlen maradt a haldlok; nem fatalis kardiovaszkularis esemény 63 esetben (19 esetben 1j
myocardialis infarctus, 21 esetben stroke, 19 esetben periférids veréérbetegség kialakulasa
vagy progresszioja, 4 esetben ismételt PTCA). Az Osszes sikeresen kovetett beteg, és az
esemény bekdvetkezése szerint kialakitott alcsoportok klinikai jellegzetességeit,
rizikofaktorait, immunoldgiai és genetikai adatait a 14. tablazat mutatja. A mérések a
vizsgalatba keriiléskor levett, és -70 °C-on tarolt mintakbol torténtek az elmult években.

A 14. tablazatban bemutatott eredményekkel egyiitt 6sszesen 27 klinikai paraméter, 7
gyogyszerszedésre vonatkozo anamnesztikus adat, 11 infekcios és immunologiai marker és 26
genetikai adat keriilt rogzitésre/meghatarozasra 2005 elejéig (a meghatarozasok egy része
kollaboréacios munkdk keretében sziiletett). A valtozok teljes listdjat a 15. tdblazat (75. oldal)

mutatja.

77



14. tablazat: Sulyos korondria betegek eseményei (haldlozés, 0j myocardialis infarctus, stroke vagy periférids érbetegseg) és egyes klinikai paraméterek kapcsolata

Osszes beteg Eseménymentes tilélok Osszhaldlozas+kardiovaszkularis esemény
Viltozé n Median 25% 75% n Median 25% 75% n Median 25% 75% p-érték*
Eletkor (év) 318 58 52 64 236 57 52 63 82 58 53 650,219
Nem férfiak 0,76 0,77 0,74 0,616
nék 318 0,24 236 0,23 82 0,26
Szérum koleszterin (mmol/l) 317 6,20 5,40 7,20 236 6,20 5,40 7,10 81 6,10 5,30 7,50 | 0,763
LDL Kkoleszterin (mmol/l) 184 3,91 3,08 475 132 4,02 3,10 4,75 52 3,71 3,00 4,72 | 0,444
HDL Koleszterin (mmol/l) 201 1,27 1,11 1,31 142 1,26 1,10 1,31 59 1,27 1,16 1,31 | 0,707
Triglicerid (mmol/l) 316 2,10 1,40 2,90 236 2,00 1,30 2,80 80 2,15 1,60 3,250,094
Lipoprotein (a) (mg/dl) 318 16,53 4,65 52,28 236 15,17 3,94 46,80 82 27,69 5,80 53,63 | 0,196
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 298 140 130 150 221 140 130 154 77 140 130 160 | 0,584
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 298 85 80 90 221 84 80 90 77 90 80 90 | 0,393
Testtomeg-index (kg/m?) 313 0,28 0,26 0,31 233 0,28 0,26 0,30 80 0,28 0,26 0,30 | 0,813
Anti-cHsp60 (OD540) 155 0,14 0,09 0,30 118 0,13 0,09 0,30 37 0,17 0,08 0,36 | 0,981
Anti-Hsp60 (AU/ml) 318 100,00 48,18 201,53 236 90,65 47,86 173,80 82 131,56 56,72 268,35 | 0,036
Anti-Hsp65 (AU/ml) 290 14,57 7,40 30,24 214 14,25 7,03 27,41 76 16,28 9,19 36,21 | 0,186
Anti-GroEL (AU/ml) 318 25,84 11,67 54,71 236 26,31 11,60 51,42 82 24,55 10,21 62,85 | 0,907
Anti-koleszterin antitest (U/ml) 304 39,80 25,89 56,70 226 39,22 24,59 56,61 78 43,68 30,11 59,47 | 0,059
Komplement C3 (g/l) 242 1,30 1,08 1,60 180 1,32 1,09 1,54 62 1,26 1,07 1,70 | 0,98
C-reaktiv fehérje (mg/l) 317 3,81 1,88 7,22 236 3,76 1,81 6,29 81 4,55 2,05 10,25 | 0,057
Anti-H. pylori index 315 2,20 1,30 3,00 233 2,20 1,40 3,00 82 2,30 0,90 2,90 | 0,741
Dohanyzas soha 0,32 0,32 0,33 0,094
valaha 312 0,58 233 0,61 79 0,52
jelenleg is 0,10 0,07 0,15
NYHA osztily 1 0,66 0,68 0,61 0,485
I 301 0,29 226 0,27 75 0,35
111 0,05 0,05 0,04
ApoE 33 0,69 0,68 0,73 0,108
2 hordozé 314 0,11 232 0,13 82 0,05
4 hordozé 0,20 0,19 0,22
Apo(a) 8 0,45 0,44 0,40 0,161
pentanukleotid 9 0,26 0,25 0,32
repeatszém 10 280 0,25 207 0,28 73 0,23
11  hordozas 0,04 0,03 0,05
C4A*Q0 hordozé 0,23 0,22 0,25 0,661
nem hordozo 314 0,77 233 0,78 81 0,75
C4B génszam <1 0,23 0,22 0,27 0,435
~1 308 0.77 229 0.78 79 0,73
Mbl varians allélt hordozé 0,44 0,45 0,43 0,777
nem hordozo 199 0,56 143 0,55 3 0,57
ACE inhibitort szed 0,52 0,52 0,53 0,795
nem szed 294 0,48 219 0,48 73 0,47

*Mann-Whitney t-proba vagy khi-négyzet proba, mbl: mannoz-koté fehérje, ACE: angiotenzin konvertald enzim



15. tablazat: A 1. cikkben bemutatott koronaria betegségben szenveddk mintaiban 2005 elejéig

meghatarozasra/rdgzitésre keriilt

paraméterek listija

Klinikai adatok

Infekcids, immunologiai markerek

Genetikai adatok

Trombocita Illa glikoprotein

Nem H. pylori 1gG P1 A1/A2 polimorfizmus

Eletkor C. pneumoniae 1gG (MIF) ACE 1I/D polimorfizmus

Szérum 6ssz-koleszterin CMV IE IgG (ELISA) ApoE genotipus

HDL koleszterin cHsp60 IgG Apo(a) pentanukleotid repeat szam

LDL koleszterin CA Hsp60 21 hldroxﬂaz gen Neol
polimorfizmus

Szérum triglicerid Hsp60 1gG Komplement C4A fenotipus

Vércukor M. bovis Hsp65 1gG C44*Q0 hordozas

Lipoprotein (a) E. coli GroEL 1gG C4A4*3 hordozas

Myocardialis infarktus Anti-koleszterin IgG C4A4*6 hordozés

az anamnézisben

Halalozas a kovetés soran

Komplement C3-szint

Komplement C4B fenotipus

Halalozas datuma CRP-szint C4B*Q0 hordozas

Myf)car,d idlis infarktus Komplement B faktor fenotipus
a kovetés alatt

Stroke a kovetés alatt Gyodgyszerszedés Komplement C3 fenotipus

Periférias érbetegség
a kdvetés alatt

P.o. antidiabetikum th.

Metilén-tetrahidrofolat reduktaz
enzim -677 C>T polimorfizmus

Esemény datuma Inzulin th. V-06s faktor Leiden mutacid
Szisztolés vérnyomas Statin th. C4A gének szama
Diasztolés vérnyomas Fibrat th. C4B gének szama

Testtomeg-index

Acetil-szalicilsav th.

Osszes C4 génszdm

Hypertonia Syncumar th. mbl2 genotipus
Diabetes mellitus ACE-inhibitor th. HSP70-2 1267 A>G polimorfizmus
Dyslipidaemia TNFalfa -308 G>A polimorfizmus

Myocardialis infarktus a csaladi

TNFalfa -238 G>C polimorfizmus

anamnézisben

Dlabetc-::s .melhtus a csaladi RAGE -429 polimorfizmus
anamnézisben

Dohanyzas RAGE -374 polimorfizmus
NYHA osztly Lymphotoxin-alfa 1 252 A>G

polimorfizmus

Koronaéria stenosis sulyossaga

Lymphotoxin-alfa 3 804 C>A
polimorfizmus

Koronaografia oka

A 14. tdblazat eredményeibdl megallapithatd, hogy vizsgéalatunkban egyetlen rogzitett vagy

mért paraméter volt csak alkalmas 6nmagaban az események eldrejelzésére by-pass miitéten

atesett, sulyos koronaria betegekben. Erre részben (gyakorlati szempontbol) a vizsgalat

alacsony statisztikai ereje ad magyarazatot. Ahhoz, hogy szignifikans (p=0,01-0,05)

kiilonbséget talaljunk vizsgalatunkban a CRP esetében, a 82 tagi eseményt mutatd és a 236

tagu, eseménymentes csoportok kozott, 4,95 mg/I-nyi kiilonbséget kellett volna mérni.

Jelenleg csoportjaink kézott 0,8 mg/l (csoportok atlagat+szoras 5,9+9,8 és 6,7+5,9)

kiilonbséget figyeltiink meg. 12-szer ekkora esetszamu vizsgalatra lett volna sziikség ahhoz

(az a 0,01-es szintje mellett), hogy ezt a kiilonbséget szignifikdnsnak talaljuk. Ugyanakkor a

jelenség elméleti magyarazatat az adja, hogy az atherosclerosis multifaktoriélis etiologian
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Talélsk kumulativ aranya

nyugvoé folyamat. Kialakuldsaban, elérehalad4dsaban tobb genetikai tényezd €s kdrnyezeti

faktor egylittes hatdsa a dontd. Nem is valdszinii olyan paraméterek 1étezése, melyek

onmagukban feleldsek lehetnek olyan kemény klinikai végpontok kialakuldsaért, mint a

fatalis vagy nem fatalis kardiovaszkularis események.

A 14. tablazat eredményei szerint koronaria betegeinkben a haladlozassal és az 1j

kardiovaszkularis eseményekkel a legerdsebb Osszefliggést az anti-Hsp60 1gG autoantitestek

szintje mutatta. Ha az 6sszehasonlitdsok szamat (26) is figyelembe vessziik, akkor ez az

Osszefliggeés is lehet pusztan a véletlen miive, ezért a tovabbiakben logisztikus regresszios

analizist alkalmaztunk a magas vagy alacsony anti-Hsp antitestszintek és az események

kapcsolatanak elemzésére. Eredményeink szerint a magas anti-Hsp60 IgG-szintek

szignifikansan eldre jelzik koronaria betegekben az 6sszhaldlozast és a kardiovaszkularis

események bekovetkeztét a kovetés ideje alatt. Az esély-hanyados 2,03 (1,17-3,53), vagyis

kb. kétszeres rizikonovekedést szenvednek el azok, akikre magas antitestszint jellemz0. Az

¢életkor és nem szempontjabdl illesztett modellben nem volt 1ényeges valtozas a nem illesztett

modellhez képest. Az anti-Hsp65 IgG vagy CA anti-Hsp60 vonatkozasaban nem tapasztaltunk

szignifikans 0sszefliggést.

Tekintettel arra, hogy a halalozas ill. események datuma ismert volt betegeink esetében,

tulélési analizist is végrehajthattunk (14. dbra).

Tulélék kumulativ aranya

m—Anti-Hsp65 <22
— Anti-Hsp65 >22

Tulélék kumulativ aranya

= CA Anti-Hsp60 index <1
= CA Anti-Hsp60 index >1
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14. abra: Az eseménymentes tulélok aranyanak osszefiiggése az anti-Hsp antitestekkel. Az alacsony és magas
antitestszintek a kontroll csoport 90. percentilisének értéke szerint keriiltek kialakitasra. Lograng proba p=0.008
(Hsp60 IgG), 0,102 (Hsp65 IgG) és 0,616 (CA Hsp60).

A tulélési/eseménymentes idOket figyelembe vevd analizisiink sordn a logisztikus regresszid

eredményeinek megfeleld eredményeket kaptunk. Az anti-Hsp60 IgG-szintje érzékeny

mutatdja a halalozas és események bekovetkeztének. Az atlagosan 5 éves kovetés végén a

magas anti-Hsp60 autoantitest csoportban a betegeknek csak kb. 55% tartozott az

eseménymentes tulélé csoportba, mig az alacsony antitest csoportban ez az arany majdnem

80% volt. Ezek az eredmények tdmasztjdk ala azt a kovetkeztetésiinket, hogy az anti-Hsp60
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autoantitestek a korondria betegek egy jelentds alcsoportjaban patogén szereppel birnak, részt
vesznek az atherosclerosis kialakitasaban, elérehaladdsaban €s a betegek ¢€letét veszélyeztetd
koronaria események kialakulasaban.

A hagyomanyos adatkiértékelés formai (egyszempontos analizis, vagy korlatozott szdmu
valtozot beépitd regresszids modellek) nem teremtenek lehetdséget az egyes tényezok kozott
fellépd interakcidk hatasanak felderitésére. Ez az oka annak, hogy 1j szemléletii
megkozelitéssel, az adatok logikai analizisen nyugvoé feldolgozasaval is kiértékeltiik

eredményeinket.

Logikai adatfeldolgozas (LAD)

Eredményeink (3. fejezet) a gének kozotti kdlcsonhatasok természetes autontitest szintet
szabalyoz¢ jellegét mutattak. Az interleukin 6- és az immunglobulin gének kozotti
kolesonhatés (episztazis) szignifikans hatassal volt az anti-Hsp60 [gG-szintekre
egeészségesekben. A kolcsonhatdsok jellemzésére egy ujfajta adatfeldolgozasi modszert
alkalmaztunk. Ez a médszer rovid idon beliil, kiilonleges szamitogépek alkalmazasa nélkiil
teszi lehetdvé a valtozok kozotti kolesonhatasok azonositasat nagy, valos adatokat tartalmazo
adatbazisokban. A mddszer neve logikai adatanalizis (logical analysis of data, LAD),
melynek leir6ja Hammer Péter (Crama, 1988), hazai kidolgozoi, fejleszt61 az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem Operacio Kutatas tanszékének munkatarsai, Dr. Vizvari Béla és
Csizmadia Zsolt (Csizmadia, 2004). Célunk a LAD mddszer alkalmazésaval a koronaria
betegek adatait tartalmazo adatbazisunk kolcsonhatasok vizsgalatara is kiterjedd feldolgozasa
volt.

Az elmult évek kutatasai nyilvanvalova tették, hogy a komplex betegségeket (jellegeket) foleg
a gén-gén ¢és a gén-kodrnyezet kolcsonhatasok (interaction) hatarozzak meg, és csak kevésbé
fontos egy-egy tényezd vagy genetikai mutacid szerepe, mint fiiggetlen, f6 hatas (main,
independent effect). Nem kristalyosodott azonban még az ki, hogy ezek a gén—gén ¢s gén—
kornyezet kolcsonhatasok milyen gyakoriak, és hatasuk milyen erds. Ez els6sorban annak
tudhat6 be, hogy ma még nem rendelkeziink olyan adatfeldolgozasi modszerekkel, melyek
egy nagy (példaul tobb ezer valtozot (pl. SNP-t) meghataroz6) vizsgalat kiértékelése soran a
lehetséges kombinaciok csillagaszati szamat elfogadhat6 idon beliil értékelni tudnak.
Lehetséges, hogy a jovoben a szamitogépek fejlodésével megvalosithatd lesz oridsi
adatbazisok teljes korli (interakciokra kiterjedd) kiértékelése. Valdsziniibb azonban, hogy a
fejlddés két masik irdnyba gyorsabban fog haladni. Az egyik ilyen irdny az driasi adatbazisok

hipotézisen (eldzetes ismereteken) nyugvo, €s ezért nem teljes korti analizise. Ebben az
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esetben azonban sok hasznositatlan informacid ,,maradhat” az adatbazisban. A masik
fejlesztési irany ezzel szemben olyan Uj adatfeldolgozasi metodikak kidolgozasat célozza,
amelyek az adat-redukcio €s a kombinatorika alkalmazasaval valdsitjadk majd meg nagy
adathalmazok kiértékelését. Ami fdleg kecsegtetd, ezek a modszerek alkalmasak lesznek az

adatok kozotti interakcidk felderitésére is.

Hogyan lehet felismerni a valtozok kézotti kélcsonhatasokat?

A valtozok kozotti kolesonhatasok detektalasara alkalmas statisztikai modszerekrol két
Osszefoglalé munka is megjelent nemrégiben (Hoh, 2003; Thornton-Wells, 2004). A helyes
modszer megvalasztasat befolyasolja, hogy diszkrét (kategoria) vagy folytonos valtozo-e a
vizsgalt jelleg. Az igen elterjedt eset-kontroll (asszociacios) vizsgalatokban hasznalhatunk
hagyomanyos statisztikai modszereket, mint amilynek a varianciaanalizis és kiilonféle
regresszios modellek. Ezen modszerek legfobb korlatjat ezekben az esetekben a ,,dimenziok
atka” jelenti. Tegyiik fel, hogy egy vizsgalatban (szaz beteg €s szaz kontroll) harom gén
alléljeinek eloszlasat (mindegyik génnek harom genotipusat) mértiik fel, és nem tapasztaltunk
kiilonbséget a vizsgalt allélek megoszlasaban a két csoport kozott. Ha ebben az esetben meg
kivanjuk vizsgalni, hogy a gének kozott kimutathato-e kdlcsonhatés, legalabb 81 féle
kombinaciot kellene megvizsgalnunk. Kénnyen beldthato, hogy ebben az analizisben a ritka
allélek esetében lesznek olyan genotipus-kombinaciok, amelyeket nagy valoszinliséggel egy
beteg és kontroll sem hordoz. Ez nagyon megbizhatatlanna ¢és kivitelezhetetlenné teszi a
hagyomdanyos regresszios modelleket, mindezt amellett, hogy csak hdrom gén kombinaldédasat
vettiik figyelembe. Még ha ndvelnénk is vizsgalatunk esetszamat, akkor is csak gyakori
allélek vizsgalataval érhetnénk el jobb eredményeket. Es hol vagyunk még a tobb szaz vagy
tobb ezer SNP-t meghatarozo6 vizsgalatokban megfigyelhetd mintazatoktol?

A fent emlitett két munka részletes attekintést ad azokrdl a metodikakrol, melyek alkalmasak
a ,,dimenziok atkanak” legy0zésére €s az interakciok elemzésére. K6zos jellemzdje ezeknek a
vizsgalatoknak, hogy az adatok mennyiségének redukdlasat (vagyis a dimenzidk szaméanak
csokkentését) vetik be a kivitelezhetdségért.

A logikai adatfeldolgozasi modszer (LAD) az adatredukélast kombinatorikus és
optimalizaciés mddszerek alkalmazasaval éri el (Alexe, 2004). A mddszer 1ényege az, hogy a
vizsgalt személyek két csoportjat (pl. kardiovaszkularis esemény a kdvetés soran igen/nem,
egyszerlsitve: negativ vagy pozitiv megfigyelések) a valtozok valamilyen kombinaciojaval
egymastol elkiilonitsiik. Ha a vizsgalt személyek mért/regisztralt paraméterei (pl. X és Y

valtozok) nem alkalmasak 6nmagukban a két csoport elkiilonitésére (ezt szemlélteti a 15. abra
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A panel), akkor ez a feladat statisztikai értelemben nehéz. A hagyomanyos modszerek
(logisztikus regresszio vagy Cox hazards modellek) alkalmazéasaval jelentds, azonban csak a
vizsgalt populacio valamely kis részhalmazara érvényes eredmények nyerhetdek. Az
orvosbiologiai kutatdsokban sokszor jelenik meg az el nem valaszthato csoportok
problematikaja (pl. magas riziko6ja betegek elkiilonitése az alacsony rizikdjuaktol), igy az erre
a problémakorre kidolgozott megoldasok alapvetd fontossaguak lehetnek.

A LAD modszer kombinatorikus eljarasokat alkalmaz egy adatbazison beliil mintak
létrehozasahoz, és a negativ/pozitiv megfigyeléseket ezekkel a mintakkal jellemzi (15. dbra, B
panel). Minta ebben az értelemben olyan valtozokombinacidkat jelent, melyek jellemzik a
pozitiv/negativ megfigyeléseket. Az adatbazis valtozoit ,,kicsi” vagy ,,nagy” értékek
jellemzik, melyek segitségével az adatbazis részekre bonthatd (vagopontok). Sok esetben az
Osszes vagopont, és azok kombinacidinak a kiprobalasara nincs lehetdség belathatd idén
beliil. A LAD modszer soran ezért a negativ/pozitiv megfigyeléseket legjobban elkiilonitd
valtozok keriilnek eldszor kivalasztasra és ezek utan a mintak definidldsdhoz az ezekkel
legjobban egyiittmiik6dé (ami matematikai értelemben vektor korrelaciot jelent) valtozok
keriilnek meghatarozasra és kiprobalasra heurisztikus modellezés segitségével (support set). A
kivalasztott valtozok legtobb esetben igen mérsékelt korrelaciot mutatnak a negativ/pozitiv
megfigyelésekkel, azonban a kombinacioik dsszesitett szétvalasztd hatasa meglepden jo.

A mintak kozil csak azok keriilnek tovabbi feldolgozasra, melyekkel a kivant hatasfoka
szétvalasztas elérhetd. A kivalasztott mintdk sokasdgabol azok az igazan értékesek, melyek
alacsony fokuak (definialasukhoz 2-5 valtozo sziikséges, ezért jelentésiik atlathato,
értelmezhetd), prevalenciajuk magas (a lefedni kivant negativ vagy pozitiv megfigyelések
legalabb 10-30%-a valoban lefedésre kertil) €s homogenitasuk kellden magas (80-100%,
100%-os tiszta mintat ritka esetben lehet nagyobb adatbazisok esetén létrehozni). A mintak
mindségét befolydsold paraméterek valtoztatasara, beallitdsara van lehetdség, igy
kisérletezéssel hatarozhatok meg a legjobb mintédk egy adott adatbdzis vonatkozasaban. A jo
mindségii mintak segitségével épithetdk fel az un. LAD modellek, melyek tobb minta
alkalmazasaval a populacio lehetd legtobb tagjat lefedik. A LAD modellek definialasara
szolgald mintak valtozokombindcioi jelezhetik azokat a valtozd kdlcsonhatasokat (interakcio),
melyek felderitésére hagyomanyos modszerek alkalmazasaval gyakorlatilag nincs lehetdség.
A LAD modellek kiilondsen alkalmasak arra, hogy egy adatbazisban alcsoportokat
kiilonitsenek el, a valtozok fontossagat jelezzék, és ujabb hipotézisek felallitasat segitsék. A

moddszer részletes leirdsa Alexe és mtsai 2004-ben megjelent publikacidjaban olvashato.
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15. abra: Pozitiv és negativ megfigyelések abrazolasa két valtozo (X és Y) fiiggvényében. Az A panelen egy
szét nem valaszthat6 sokasag, a B panelen logikai mintékkal részben szétvalaszthaté sokasag lathat6. A B
panelen a negativ mintat az X</3 és Y<4, mig a pozitiv mintat az X>9 és Y>6 feltételekkel lehet definialni. Ezek
a negativ/pozitiv mintak csak negativ/pozitiv megfigyeléseket fednek le, ezért ezeket ,,tiszta” mintaknak
nevezziik. Az X és Y valtozok értékeinek modositasaval olyan mintakat is 1étre lehet hozni, melyek az dsszes
lefedni kivant megfigyelést lefednék (prevalenciajuk 100% lenne), példank esetében ezek azonban nem lennének
tiszta mintak. A minta homogenitasa a lefedési helyességet fejezi ki. A mintak definialasdhoz tobb valtozo is
felhasznalhatd, am ezek egyszerli szemléltetése a nagyobb dimenzidszam miatt nem lehetséges.

A kardiovaszkularis események és klinikai paraméterek kapcsolatanak elemzése logikai
adatfeldolgozassal

A kardiovaszkularis események és egyes klinikai valtozok feldolgozésat logikai
adatanalizissel azért végeztiik el, hogy felderitsiik, milyen szerepe van a valtozok kozotti
kolesonhatasoknak az események keletkezésében. Ugyanis ha a betegek kiilonféle
alcsoportjaiban eltérd patomechanizmussal, mas-mas okbol fejlédik ki az adott kérallapot,
hagyomanyos adatfeldolgozassal (regresszios modellek) csak korlatozott mértékben derithetd
fel a valtozok kozotti kolecsonhatasok szerepe. A LAD modszer kivalasztja az adatbazisbol azt
a valtozot, amely a legjobb hatasfokkal tudja elkiiloniteni a negativ (esemény nem kdvetkezett
be) megfigyeléseket a pozitivaktdl (esemény a kovetés alatt). A mddszer a kdvetkezd
Iépésben kivalasztja az ezzel a véltozdval legjobban ,,egylittmiikodd” valtozo(ka)t. Ezutan
megprobal az Bjabb valtozdval/valtozokkal még jobb elkiilonitést elérni (a még jobb
ezesetben azt jelenti, hogy a kivant prevalenciat a megkovetelt homogenitas mellett elérje,
példaul ,.fedje le” le a negativ megfigyelések 50%-at Gigy, hogy a homogenitas >90% legyen,
azaz a lefedettek kevesebb, mint 10%-a legyen pozitiv). Ha ezt nem sikertil elérni, ujabb, a
kovetkezd legjobban egylittmiikodd valtozot illeszti be a mintaba (pattern), és igy tovabb. A
LAD modszer alkalmazasa tulajdonképpen az adatbazissal valo kisérletezést jelenti, hiszen
tobbszor is van lehetdség kiprobalni, hogy milyen elkiilonitést lehet elérni, ha valtoztatjuk az
analizis alapbedllitasait, melyek: maximum hany ,,egylittmiik6d6” valtozo illeszthetd a

mintaba (a minta foka), milyen lefedettség érendd el (prevalencia), mi a megkdvetelt
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homogenitas, és a valtozok kivalasztasanal hany egyiittmiikodd valtozobodl torténik a
valogatas. A cél természetesen az, hogy a lehetd legtobb megfigyelést, tisztan, a lehetd
legkisebb foku (kénnyen értelmezhetd) mintaval fedjiik le. A LAD modszer erejét az adja,
hogy kombinatorikus modellezést alkalmaz, vagyis minden valtozé minden lehetséges
vagopontjat kiprobalja. A program (mint minden statisztikai feldolgozas) gyenge pontja a
hidnyzo6 adatok kezelése. Jelen adatfeldolgozasunkban a hianyzo6 adatok atlagértékkel vald
behelyettesitését valasztottuk. (Tapasztalatunk szerint az atlag behelyettesitése, vagy a min. és
max. értekek kozotti random értékekkel valo feltoltés nem okoz 1ényeges eltérést az analizis
eredményében). Ugyanakkor a hianyzé adatokat tartalmazé személyek kizéarasa (tekintettel
arra, hogy ez nem konzekvensen fordult eld, vagyis majdnem minden személynek hidnyzott
egy vagy tobb adata) lehetetlenné tette volna az adatbazis elemzését. Ugyanakkor az atlag
»gyakori” jelenléte egy valtozoban okozhat fals eredményt (1d. a PS5 minta esetét alabb). A
kombinatorika alkalmazasaval és az alapbeallitasok valtoztatasaval érhetd el, hogy az
elméletileg lehetséges igen nagyszamu mintabodl végiil csak azt a néhany szazat vagy ezret
adja eredménylil a program, ami az adott kérdés tisztazasdhoz sziikséges ¢€s elégséges.

A rendelkezésiinkre all6 adatbéazis 71 valtozot tartalmazott, a valtozok teljes listajat lasd a 15.

tabladzatban a 76 oldalon. A 16. abra (1d. kovetkezd oldalon) mutatja be a LAD alkalmazasat a

koronaria betegek két csoportjanak (halalozas és kardiovaszkularis esemény a kovetés alatt:
igen [pozitiv megfigyelés]/ nem [negativ megfigyelés]) elkiilonitésében. A negativ
megfigyelések koziil a legnagyobb lefedettség (78,8%) a kovetkezd LAD paraméterekkel volt
elérhetd: a mintdk foka max. 8, megkivant prevalencia: 10%, megkivant homogenitas: 90%, a
mintaépités a legjobb 10 valtozobol tortént. Ezekkel a beallitdsokkal 6sszesen 88 mintat
nyertiink, a mintak két csoportba voltak oszthatok aszerint, hogy mely valtozokra épitkeztek
(a 16. dbrdn az N1 és N2 mintdk). A 88 minta ugyanazon valtozok mas-mas vagopontjaival
lett kialakitva, az altaluk elért kiilonboz6 lefedettség minor eltéréseket adott, az abran a két
legjobb minta van feltiintetve. A két negativ minta kiilon-kiilon a negativ megfigyelések kb.
63%-at fedte le helyesen, mig a pozitivaknak kb. 23%-4t fedte le tévesen. A két minta kdzos
jellegzetessége (vagyis az eseménymentes 5 éves tulélés jellemzdje korondria betegségben),
hogy alacsony CRP-szintek és alacsony anti-Hsp60 autoantitestszintek és kdzepes (nem tul
magas ¢és nem tal alacsony) komplement C3-szintek fordulnak el egy adott személyben.
Ezen feliil az N1-es minta tovabbi jellemzdje az alacsony LDL koleszterinszint és alacsony
triglicerid koncentraci6 és soha el nem kezdett vagy abbahagyott dohdnyazas és a nem tul
magas ¢€letkor. Az N2-es minta tovabbi jellegzetessége az apoE4 allél hianya és nem tul

magas anti-Hsp65 antitestszint és nem tul alacsony koleszterin koncentracio és nem tul
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Viltozok Prevalencia (%)
Minta [ LDL CRP Anti- C3 dohanyzas TG Eletkor| ApoE Anti- TC Anti- NYHA | RR RR C4B (ACHA | Lp(a) Anti- HP ACE- Mbl Lpa)| P N
Hsp60 Hsp65 cHsp60 sziszt. diaszt. génszam TTTTA, GroEL index inhibitor genotipus
N1 <707 | <11,5 <303 0,96- Soha v. <545 | <69.9 0,195 0,635
1,99 valaha
N2 <10,2 19,2-341 >0,9 33v.2 <47,75 >4,3 | >0,047 0,182 0,637
hordozo
P1 >303 . <162 0,134 0
111
P2 1,32- >303 >0,86 0,097 0,004
2,32
P3 >303 30-126 >1 0,097 0
P4 303-404 >23 0,085 0
P5 | <448 | >12,58 >8 >5,07 0,134 0,03
P6 >12,11 >179 0,097 0
P7 >132 >4.5 0,036 0
P8 73,5 szed V/0 v. 0/0 0,048 0
P9 >6,6 >46 | 0,061 0
P10 <0,047 >87 <3 0,061 0

B

Betegek

Megativ mintak

Fozitiv mintak

Lefedettség
negativ mintakkal
Lefedettseq pozitiv
mintakkal

C Negativ megfigyelés |Pozitiv megfigyelés
(esemény nincs) (esemény van)
n=236 n=82

Helyesen lefedett (n, %) | 186 (78,8) 32 (39,0)

Le nem fedett 42 (17,7) 25 (30,4)

Tévesen lefedett 83,5 19 (23,1)

Mindkét mintaval lefedett | 0 (0) 6 (7,5

16. abra: Logikai adatfeldolgozassal (LAD) nyert mintak és a sulyos -m'“é“"’ .
koronaria betegségben szenveddk kdvetése alatt bekdvetkezett események e eae
(halalozas ¢és 0j kardiovaszkularis események) dsszefliggései. Az A le nem fadett
tablazatban a 2, negativ megfigyeléseket (esemény nincs) ill. a 10, pozitiv megfigyeléseket
(esemény van) lefed6é minta definicidja és prevalenciaja lathatd. A B rész az egyes mintak talalati
aranyait tlinteti fel. Minden oszlop egy kiilon embert jelez, egy embert tobb minta is lefedhet. Az
abran eltér6 szinek jelzik a taldlati helyességet, melyet a C tablazat foglal 6ssze (a szinek
jelentését 1d. jobb oldalon). A C tablazat a mintak egyesitett, negativ ill. pozitiv megfigyelésekre

vonatkozo prevalencijat és talalati helyességét mutatja.

téwasen lefadett
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alacsony anti-Chlamydia Hsp60 antitest koncentracié egylittes el6fordulasa az adott
személyekben.

A pozitiv megfigyelésekkel kapcsolatban mas jellegii képet tapasztaltunk (16. dbra): 10
mintaval is csak a megfigyelések 39%-a volt lefedhetd, (20%-os hiba és jelentds hiany
(30,4%) mellett). Ezt a lefedettséget a kovetkezd LAD beallitdsokkal sikeriilt elérni: a mintak
foka max. 6, megkivant prevalencia: 7%, megkivant homogenitas: 90%, a mintaépités a
legjobb 40 valtozobdl tértént. A 10 minta egyike sem volt robusztus, a legnagyobb
prevalenciat a P1-es és P5-0s mintak esetében lattuk (13,4%), de voltak csupan 4-6%-os
mintak is. Ugyanakkor ezek a kicsiny mintak altalaban tiszta mintak voltak. Ennél az
esetszamnal (a 82 pozitiv megfigyelés 10%-a is csupan 8 embert jelent) nem lehet eldontenti,
hogy biologiai értelemben jelentds-e a kapott eredmény, vagyis a pozitiv mintak a betegek
valds alcsoportjat kiilonitik-e el, vagy sem. Feltehetden mindkét lehetdség eldfordul mintdink
kozott. A pozitiv mintdkban bizonyos csoportok és tendenciak felismerhetok. A P1-P4 mintak
ko6z0os jellegzetessége a (kdrosan?) magas anti-Hsp60 autoantitestszint, ami egyiitt jar az
elérehaladott szivelégtelenséggel és nem tul magas szisztolés vérnyomassal (P1) vagy
alacsony CRP és nem csokkent C3-szintekkel (P2) vagy korosan emelkedett anti-Hsp65
antitestszintekkel (P3, magas a keresztreagalo antitestek szintje?) vagy emelkedett anti-
koleszterin antitestszintekkel (P4, korosan fokozott mennyiségii autoantitestszintek). A P5 €s
P6-0s minték k6zos jellemzdje a korosan fokozott CRP-szint, tovabba normal LDL-szint de
kedvezébtlen apo(a) pentanukleotid repeat szdm (>8, ami emelkedett Lp(a)-szintet okozhat
[XXI.]) hordozas és emelkedett anti-GroEL antitestszint (P5) vagy csupan mérsékelten
emelkedett anti-Hsp60 autoantitestszint (P6). A P7-P10 mintak prevalencidja olyan kicsiny,
hogy ezeknek biologiai jelentdséget nemigen tulajdonithatunk, bar kardiovaszkularis
események fokozddasa hypertonidval és H. pylori infekcioval (P7), vagy emelkedett
triglicerid és Lp(a)-szintekkel (P9) valos klinikai tapasztalat, ismert patofiziologiai
mechanizmusokkal.

A LAD analizis soran nyert mintakat egyiittes értékiik szempontjabol is feldolgoztuk.
Megvizsgaltuk, hogy mekkora a haldlozas vagy a kardiovaszkularis esemény bekdvetkeztének
az esélye betegeink kozott, ha barmely pozitiv mintat hordozzék azokhoz képest, akik nem
hordoznak pozitiv mintat. Ehhez az analizishez logisztikus regresszios modellezést
alkalmaztunk. Szignifikans, 24,61-szeres (95% CI 10,7-56,5) rizikénovekedést jelent, ha az
adott beteg a 10 pozitiv minta koziil barmelyiket hordozza. Forditott analizist is elvégeztiink,

barmely negativ minta hordozasa szignifikans, tobb mint 7-szeres rizikocsokkenést jelent
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betegeink korében azokhoz képest, akik nem hordoztak negativ mintat (esély-hanyados 0,136;

95% CI 0,077-0,24).

Megbeszélés

A koronaria betegségben szenvedd betegeink kovetését atlag 5 évig sikeriilt megvalositanunk.
Ebben az iddben a betegek kb. 26%-a halt meg vagy szenvedett el ) kardiovaszkularis
eseményt. Adatbazisunkat kiértékeltiik abbdl a szempontbdl, hogy a vizsgalat kezdetekor
rogzitett/mért valtozok mutatnak-e 0sszefiiggést a késobbi eseményekkel. Megallapitottuk,
hogy dnmagukban csak az anti-Hsp60 autoantitestszintek hordoznak prognosztikai értéket. A
talélési gorbek lefutasa szerint a betegek egy jelentds alcsoportjaban felel0ssé tehetd a sajat
Hsp60-at kérositd autoimmun reakcid a késbbi eseményekért.

Az irodalomi adatok nem mutatnak egységes képet az anti-Hsp60 autoantitestek prospektiv
értékének vonatkozasaban. Eddig 2 ilyen vizsgélatot kozoltek (Huittinen, 2002, és IX), ezek
koziil a finnorszagi vizsgalatban az IgA alosztalya anti-Hsp60 antitesteknek volt
prognosztikai értéke, mig a HOPE vizsgalatban azt talaltuk, hogy nincs dsszefliggés az anti-
Hsp60 autoantitestek és a kardiovaszkularis események kozott. Mint az kordbban részletesen
megbeszélésre keriilt (35. oldal), tobb oka is lehet ezeknek a kiilonbségeknek. A jovoben
folytatni kell az anti-Hsp60 autoantitestek szerepének vizsgalatat oly médon, hogy azokat a
tényezoket is rogziteni, mérni és analizélni kell, melyekrdl idékdzben ismertté valt, hogy
befolyasolhatjak az antitestek szintjét. Munkacsoportunkban a jovOben ilyen 0j vizsgalatok
szervezésével szeretnénk foglalkozni.

A stulyos koronaria betegek vizsgalataval felépitett adatbazisunk idékozben alkalmassa valt
arra, hogy alcsoportok utan kutassunk, hiszen 71 valtoz6 volt talalhatd 2005 elején az
adatbazisban. A komplex betegség komplex modon torténd kiértékeléséhez azonban 1j
adatbanyaszasi modszerhez kellett nytlnunk. A logikai adatfeldolgozas modszerét korabban
sikeresen alkalmaztak mar orvosi adatbazisok kiértékelésére (Alexe G, 2004, Alexe S, 2003,
Lauer, 2002), melyen felbuzdulva mi is megprobalkoztunk tovabbfejlesztésével és
felhasznalasaval. A LAD modszerrel patofiziologiailag relevans modelleket tudtunk
felépiteni. Kifejezetten robusztus modelleket kaptunk az eseménymentes személyek
jellemzésekor, akiknek a 78,8%-a (11,8%-0s hibaval és 17,7%-os hidnnyal) lefedhetd volt két
nyolcadrangli mintaval (N1, N2). A negativ mintadk robusztus jellegét feltehetden az adja,
hogy bizonyos alapvetd, kedvezo klinikai jellemzdk egyiittes el6forduldsa sziikséges €és

elégséges az eseménymentes taléléshez koronaria betegségben. Vizsgalatunkbdl az deriilt ki,
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hogy ezek a jellegzetességek alapvetden kedvezd immunolodgiai allapotra utalnak. Az
eseménymentes betegek 47,9%-anak (az N1 és N2 minta k6z6s halmaza) jellemzdje volt a
CRP akut fazis fehérje alacsony szintje és a C3 fehérje nem tal alacsony (nincs komplement
konszumpciét okozo noxa) vagy nem til magas (nincs akut fazis reakciot okozoé hatas) szintje
és a nem til magas anti-Hsp60 autoantitestszint (ami lehet jele a kedvezd természetes
autoantitest repertodrnak €s az infekciok indukalta keresztreagald antitestek hidnyanak is). Az
N1-es mintaban ehhez kedvezd lipid profil és a dohanyzas hianya tarsul nem tal magas
¢letkorral, melyek egyiittes jelenléte régota kikristalyosodott kedvezd prognoézist jelentd
klinikai allapot. Az N2-es mintdban a kedvez6 immunoldgiai allapot részben a
lipidanyagcserére vonatkozo valtozokkal (apoE genotipus €s koleszterinszint), és az anti-Hsp
antitestekre utal6 jellegzetességekkel egésziil ki. Ezek szerint az eseménymentes talélést
biztosithatja, ha valaki nem hordoz E4 allélt az apoE l6kuszon és koleszterinszintje nem tul
alacsony. Ez a jellegzetesség meglepden hangzik elsd ranézésre, hiszen az emelkedett 6ssz- €s
LDL-koleszterinszint klasszikus rizik6faktora a koronaria betegségnek. Ugyanakkor az elmult
években egyre tobb figyelmet kapott a rizikofaktorok reverz-epidemioldgidja, vagyis az a
tény, hogy a kronikus érbetegségek késoi szakaszaban a klasszikus rizikofaktorok
eléfordulasa megvaltozik. A legtobbet vizsgalt ilyen allapotok a kongesztiv szivelégtelenség
(melynek leggyakoribb kivaltoja a korondria betegség) €s a kronikus veseelégtelenség.
Ezekben az allapotokban a kés6i szakaszban az alacsony koleszterinszint (ami sokszor a
betegség sulyossaganak, senyvesztd jellegének, taplalkozasi nehézségeknek és
kisérobetegségeknek a jele) rossz prognosztikai jel, és a mortalitas jelzéje. Erre utald adatokat
az irodalomban is talalhatunk (Horwich, 2002), és ugyanezen a beteganyagon magunk is
megfigyeltiink (XXII. cikk, 4. tablazat). Az anti-Hsp65 és anti-cHsp60 antitestekkel
kapcsolatosan az N2 minta jellegzetessége, hogy nem tal alacsony és nem til magas
antitestszinteket definidl. Ez megfelel az N2 minta anti-human Hsp60 autoantitestekre

a személyeknek feltehetden nincsenek a bakterialis Hsp65-re jellemz6 epitopokkal (5, 6, 10,
11, 12 epitopok az 5. dbran) reagalo antitestjei. Ebben a csoportban feltehet6en alacsony a
patogénekkel valo terheltség, és az infekciok kelld kontroll mellet zajlanak. A nem tul
alacsony anti-cHsp60 antitestszint viszont megerdsiti azt a feltételezést, hogy sziikség van
kell6 mennyiségben anti-Hsp60 antitestekre. A védo, regulald természetes autoantitest
repertoar induktorai nagy valoszintiséggel a kell6 immunoldgiai (gyulladés) kontroll mellett
bekovetkezo, kronikus formaba &t nem alakulo infekciok. Ezt az elméletet (az ¢lethez

sziikséges stressz) a gyulladdsos bélbetegség szempontjabol nemrég két dsszefoglald
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munkankban is ismertettiik (XIX., XX). A talzottan alacsony anti-Hsp60 autoantitestszintek
kedvezdtlen hatasat egy ezidaig nem kozolt vizsgalatunkban is észleltiik. Kongesztiv
szivelégtelenségben szenvedd betegeinkben azt tapasztaltuk, hogy alacsony az anti-human
Hsp60 autoantitestek szintje a sulyos szivelégtelenségben nem szenveddkhoz képest, s az
alacsony antitestszint 0sszefliggésben van a szivelégtelenség progresszidjaval és a
kedvezdtlen kimenetellel.

A pozitiv megfigyelések nehéz lefedhetdsége, fragmentaltsaga nagy valoszinliséggel a
szavakkal ez azt is jelentheti, hogy a negativ megfigyeléseknél azonositott tényezdk
barmelyikének ,,romlasa”, sériilése kardiovaszkularis eseménnyel jarhat. A pozitiv mintak
alapvetden az akut-fazis fehérjék (CRP ¢és C3) emelkedett szintjére, a lipid paraméterek koros
értékeire (triglicerid és Lp(a)) valamint az anti-Hsp antitestekre épiiltek. A pozitiv mintak

ilyen nem random felépitése biologiai jelentésre utal.

Vizsgalatainknak a mintak egyiittes értékelésének lehetdsége és fent bemutatott eredménye
fontos gyakorlati értéket ad. 22 klinikai jellegzetesség, biomarker és genetikai adat, adott
algoritmus szerinti értékelésével olyan mintakat nyerhetiink, melyek egyiittes értéke messze
meghaladja a csupan a klasszikus rizikofaktorok felmérésén €s analizalasdn nyugvo (ma
altalanosan javasolt, [Prevention of coronary..., 1994, 1998]) rizikdbecslést. Ugyanakkor
vizsgalatunk alapjan jelenleg csak az allapithatdo meg, hogy a LAD analizis mddszere
alkalmas a valtozok kozotti kolcsonhatasok felismerésére valds adatokat tartalmazo, orvosi
adatbéazisokon. A modszerrel patofizioldgiailag relevans klinikai alcsoportokat tudtunk
azonositani betegeink kozott. Az a tény, hogy analizisiinkben genetikai tényezok és
biomarkerek alapjan tortént a mintak kialakitasa arra utal, hogy a LAD alkamas gén-gén, gén-
kornyezet kolcsonhatasok felderitésére. A gyakorlatban ez azt jelentheti, hogy azonosithatova
valhat egy heterogén betegcsoporton beliil tobb olyan alcsoport, melyben a genetikai alapok
miatt eltérd az adott betegség lefolyasa.

A jelen eredmények alapjan nem vonhatok le azonban gyakorlati kovetkeztetések és ajanlasok
a rizikobecslés konkrét menetére, tekintettel a hianyzé adatokra és a le nem fedhet6 (vagy
csak tévesen lefedhetd) személyek nagy szdmara. Nagyon igéretes kutatasi irdnynak latszik
azonban a LAD modszer tovabbi vizsgalata, és klinikai tesztelése tijabb, homogén ¢és

hidnytalan (populacios?) adatbazisokon.
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5, Az uj megallapitasok dsszefoglalasa, kovetkeztetések

Az eredmények révid osszefoglalasa

l.

10.

Az anti-Hsp60 autoantitestek szintje emelkedett sulyos korondria betegségben
szenvedOkben a beteg kontrollokhoz és az egészséges kontrollokhoz viszonyitva is. Az
anti-Hsp60 autoantitestek a klasszikus rizikofaktoroktol fiiggetlen jelz6i a koronaria
betegségnek.

Az anti-Hsp65 antitestek emelkedettek stlyos koronaria betegségben, szintjiik
szorosan 0sszefiigg az anti-Hsp60 autoantitestek szintjével.

Lényeges strukturalis és funkcionalis kiilonbségek mutathatdk ki az anti-Hsp60
autoantitestek és az anti-Hsp65 antitestek kozott.

A human Hsp60 és M. bovis Hsp65 Osszehasonlitd B-sejt epitop térképezése soran 12
epitop régiot lehetett jellemezni egészségesek mintaival. Az epitdpok tobbsége
mindkét molekuldn megtalalhat6 volt, azonban voltak olyan epitopok, melyek csak a
human Hsp60-on, mig masok csak a Hsp65-6n voltak jellemezhetdek.
Egészségesekben dominaltak az olyan epitop-specificitast antitestek, melyek a
tetradecamer molekula kiilsd felszinét ismerik fel.

Koronaria betegekben a fokozott anti-Hsp60 és anti-Hsp65 antitestvalasz az epitopok
szintjén is kimutathatd. A Hsp65 molekula B-sejt epitdpjai vonatkozasaban epitop
spreading jelenséget észleltiink.

Koronaria betegekben az epitop spreading kiterjedt olyan antitestek megjelenésére,
melyet a tetradecamer molekula belsd felszine ellen irdnyulnak.

A 60 kDa-os hdsokkfehérje aktivalja a human komplementrendszert a klasszikus
reakciouton. Az aktivacio beinditoi specifikus immunkomplexek. Lényegesen erdsebb
komplementaktivacié jellemzi az anti-Hsp60 autoantitesteket, mint az anti-Hsp65
antitestket.

A komplementaktival6 anti-Hsp60 autoantitestek mérésére szolgald eljarést
szabadalmi védettség alé lehetett helyezni.

A komplementaktivalé anti-Hsp60 autoantitestek klinikai értékét a korai szivinfarktus
csaladi rizikdja vonatkozasaban lehetett kimutatni. Azok az egészséges gyermekek,
akiknek valamelyik felmendje korai szivinfarktust szenvedett el, fokozott
mennyiségben termelnek CA anti-Hsp60 autoantitesteket, melyek szintje fliggetlen a

hagyomanyos rizikofaktoroktol.

91



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

SLE-ben szenvedd betegek mintadiban nem fokozott az anti-Hsp60 autoantitestek
szintje. Ez arra utal, hogy a poliklonalis B-sejt aktivaciot €s a szérum IgG
fokozddasa.

Az SLE-hez hasonloan, HIV-betegségben sem emelkedett az anti-Hsp60 I1gG
mennyisége. Az anutoantitestek szintje a betegség progresszidjaval csokken.

Az anti-Hsp60 IgG ¢és anti-C1q autoantitestek kozott keresztreakciot észleltiink, amit
B-sejt epitop szinten is ki lehetett mutatni.

Gyulladasos bélbetegségben szenveddkben csokkent anti-bakterialis Hsp65 IgG
szinteket észleltiink. Ezekben a betegekben az anti-Hsp60 autoantitestek mennyisége
nem vkiilonbozott a kontroll csoporttol.

Ujsziilott egér 1épsejtjeibél készitett IgM hibridoma kényvtarban polireaktiv, Hsp60-at
is felismerd antitesteket talaltunk.

Egészséges 0jsziilottek koldokzsindr vérében ki tudtunk mutatni IgM alosztalyba
tartozo anti-Hsp60 autoantitesteket. Az antitestek mennyisége fiiggetlen volt az anyai
antitestek ¢és az anti-Hsp65 antitestek mennyiségétol.

Az anti-Hsp60 autoantitestek szintje egészséges, kozépkoru férfiakban nem valtozik 5
év kovetés alatt.

Szisztémas autoimmun betegségben szenveddkben kapcsolatot lehetett kimutatni az
anti-Hsp65 IgG-szintek és a Helicobacter pylori fertdzottség kozott. Ugyanezt a
kapcsolatot koronaria betegek mintaiban is észleltiik.

A Chlamydia infekci6 szeroldgiai jelei és az anti-Hsp60 vagy anti-Hsp65 antitestek
ko6zott nem talaltunk 0sszefiiggést.

A Chlamydia infekci6 és az anti-Hsp60 autoantitestek koronaria rizikot ndveld hatasa
Osszeadddo.

Nem talaltunk kapcsolatot az anti-Hsp60 autoantitestek és a CMV infekcio szerologiai
jelei kozott koronaria betegekben.

Az interleukin-6 gén promoéterének -174-es G>C polimorfizmusa szignifikans
kapcsolatot mutatott az anti-Hsp60 és anti-Hsp65 antitestszintekkel. A magas cstics
IL-6 termeléssel jellemezheté GG genotipust hordozokban észleltiik a legmagasabb
autoantitestszinteket finn populacioban.

Az IL-6 -174 polimorfizmus és anti-Hsp60 antitestszintek kapcsolatat egy fiiggetlen

vizsgalatban, magyar populaciét tanulmanyozva is meg tudtuk erdsiteni.
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24. Az immunglobulin GM f, z allotipusok és anti-Hsp60 autoantitestek szintje kdzott
kapcsolatot észleltiink.

25. Az IL-6 -174 polimorfizmus ¢és az immunglobulin GM allotipus determinansok
episztatikus kdlcsonhatasban alltak az autoantitestszintekkel.

26. Az anti-Hsp60 autoantitestek prospektiv értékkel birnak koronaria betegekben az
Osszhalalozas és az j kardiovaszkularis események eldrejelzésében.

27. Sikeresen keriilt alkalmazasra a logikai adatfeldolgozas médszer olyan mintak
azonositasara, melyek korondria betegek alcsoportjait kiilonitik el. Az eseménymentes
tulélok vonatkozasaban robusztus mintakat sikeriilt jellemezni, mig a
haldlozas+esemény csoportot csak fragmentalt mintakkal lehetett leirni.

28. A LAD modellek Osszesitett értéke kiemelkedd az események eldrejelzése
vonatkozasaban.

29. A LAD mddszer egyértelmiien alkalmasnak bizonyult valtozok kozotti interakciok
felderitésére, ami a komplex betegségek patomechanizmusanak jobb megértését

segitheti a jovOben.

Kovetkeztetések

A szervezet homeosztazisanak szabalyozasa nagyrészt makromolekulak kozotti
kolcsonhatasokon nyugszik. A kdlcsonhatasok alapvetd jellegzetessége a plaszticitas, melyet
az idében és térben mutatott valtozékonysaggal jellemezhetiink. A kélcsonhatasokat kiilso,
kornyezeti tényezdk is befolyasolhatjak. Figyelembe véve direkt (pl. génexpresszio
szabalyozas, receptor-ligand kapcsolat, stb.) és indirekt (epigenetikai szabalyozas, bizonyos
kiils6 koriilmények kozott érvényesiild szabalyozas) kapcsolatokat is, a genetikai sokféleség
egylttes hatdsa hatarozza meg egy adott személy aktualis allapotat. A szervezeti integritas ¢és
homeosztazis sériilésének egyik legjobb jelzdje az immunrendszer allapota. Az
atherosclerosis példajan bemutatva az immunrendszer képes integraltan jelezni a karosodas
fennallasat és mértékét az adott szervezetben. Az immunrendszer miikodésének sokfélesége
azonban eltéréseket okozhat populaciok és személyek kozott, ami kiterjedhet olyan
valtozasokra, melyek csak bizonyos koriilmények kozott (pl. dohanyzés vagy elhizés esetén,
vagy valamely infekci6 felléptekor) mutatkoznak meg. Ilyen esetekben sok, egyenként talan
nem is jelentds (normal varidnsnak tekinthetd) tényezd hatasa 6sszeadddhat, €és ez 1) fenotipus

megjelenését eredményezi. Az ,,eleny€szd” bioldgiai hatasu, de egymas hatasat erdsitd
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valtozatok 0sszességének érzékeltetésére vezettiikk be az immundefektussal valo terheltség
fogalmat.

A hoésokkfehérjék, mint az immunvalasz dajkai és lehetséges célpontjai Osszetett szereppel
birnak kiilonboz6 betegségek immun-patomechanizmuséaban. Jelen dolgozatban bemutatasra
kertiilt, hogy a Hsp60 mint kiemelten védett sajat antigén természetes autoantitestek célpontja
lehet, ellene regulal6, védé immunvalasz van jelen. Ez az immunvélasz sériilhet az ¢élet
folyaman, ennek okai kiilonféle infekciok lehetnek. Az infekciok kedvezotlen hatasa genetikai
alapon kifejezettebb lehet bizonyos csoportokban. Az anti-Hsp60 autoantitestek magas
szintjét két genetikai tényezdvel, egy citokin polimorfizmussal és egy immunglobulin
allotipus determinédnssal kapcsolatban is észleltiik. A két tényez6 kozott episztatikus
kolcsonhatast tapasztaltunk, ami tovabbi kutatdsainkat a valtozok kozotti kolcsonhatasok
vizsgalatara iranyitottak. Ezek a vizsgalatok megerdsitették azt a nézetiinket, hogy a komplex
betegségek vizsgalatohz komplex valaszokat lehetdvé tevo feldolgozasi metodikakat kell
alkalmaznunk. A logikai adatfeldolgozas modszerével sikertilt érbetegekben olyan modelleket
(a betegek alcsoportjait) azonositanunk, melyeket hagyomanyos statisztikai modszerekkel
nem tudtunk volna felderiteni. Ezek a modellek orvosi szempontbdl relevansnak bizonyultak,
¢és megerdsitették az anti-Hsp60 autoantitestek atherosclerosisban jatszott fontos szerepét.
Eredményeink megerdsitik a Hsp60 elleni autoimmun valasz fontossagat atherosclerosisban.
Az atheroscleroticus érbetegségben szenvedok jelentds részében patogenetikai szereppel
birnak ezek az autoantitestek. Megfigyeléseink alatamasztjak az atherosclerosis autoimmun
eredetérdl felallitott hipotézist. Az autoimmun reakcionak véleményiink szerint két forrasa is
lehet atherosclerosisban: az €let sordn atélt infekciok 6sszeadodo hatasara keletkezhetnek a
sajat Hsp60-nal keresztreagalo antitestek, melyek az erek falat karosito stresszhatasok
nyoman fokozottan expresszalodd hdsokkfehérjékkel reagalva gyulladast és karosodast
indukalhatnak. Az anti-Hsp60 autoantitestek forrasat képezhetik azonban az immunrendszer
érése soran megdrzOdott, a periférias tolerancidban fontos szerepet jatszo, regulalo,
természetes autoantitestek is. Ezen antitestek mennyiségében ¢s miikodésében bekdvetkezd
valtozasok szintén hozzéajarulhatnak az erek faldban fellépd gyulladas kivaltasdhoz és
elmélyiiléséhez.

A jovoben az ) eredmények tiikrében indokolt lesz aktiv vagy passziv immunterapiat
alkalmazni érbetegekben a sajat Hsp60-at karosito immunreakcio athangolasara,

lecsendesitésére és kioltasara.
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Az alkalmazott statisztikai modszerek leirdsa

A folytonos, nem normal eloszlast mutatd valtozok megjelenitése a szovegben és a
tablazatokban median (25%-75% percentilis) értekekkel tortént, az ettdl valo eltérés kiilon
jelezve van. Az egyes fiiggetlen csoportok atlagainak 6sszehasonlitasa a nemparaméteres t-
probaval (Mann-Whitney proba) vagy nemparaméteres, egy szempontos varianciaanalizissel
(Kruskal-Wallis proba) tortént. Tobb csoport kdvetéses, paros, nemparameéteres
0sszehasonlitasra a Friedman-féle probat hasznaltuk. A kategorias valtozok az esetszam
(szazalék) feltiintetésével vannak megjelenitve. A csoportok kozotti 6sszehasonlitdsok a
Fisher-féle egzakt vagy a khi-négyzet probaval torténtek. Kétszempontos varianciaanalizist
hasznaltunk abban az esetben, ha tobb csoport tobb alcsoportjat kellett 6sszehasonlitni. A
varianciaanalizisek soran (a tobbszords Osszehasonlitas torzitd hatasanak kikiiszobolésére)
Bonferroni- vagy Dunn-féle poszt-tesztet hasznaltunk az egyes csoport-parok kozotti
kiilonbségek becslésére. Folyamatos, nem normal eloszlast valtozok kozott a korrelaciot a
Spearman-féle rangszam-0sszeg szamitdsos modszerrel hataroztuk meg, a korrelacios
egyltthatot (r) és a p-értékét tiintettiik fel.

Tobbszoros logisztikus regressziot abban az esetben hasznaltunk, amikor az 6sszehasonlitott
csoportok kozott tobb valtozo vonatkozasaban is szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk. A
folytonos valtozokat kategoridkra bontottuk. A kategoridk kialakitasa vagy valamely jol
jellemezhetd vagopont (csoport medianja, alsé vagy felso tercilise, kvartilise), vagy ROC
analizis segitségével tortént. A kategoriak kozotti riziko-kiilonbségeket esély-hanyados (95%
megbizhatdsagi intervallum) formajaban fejeztiik ki. Tobb valtozo talélésre kifejtett hatdsat a
Cox-féle aranyos hazard modellek segitségével becsiiltiik. A talélési gorbéket a Kaplan-Meier
metodus szerint szerkesztettiik. Az egyes csoportok tulélése kozotti kiilonbségek becslését a
lograng probaval végeztiik. Klaszteranalizist hasonlo tulajdonsagt személyek vagy valtozok
azonositasara hasznaltunk, melynek soran teljes kapcsoltsagot alakitottunk ki, és ezt fa
diagrammon abrézoltuk.

Minden feltiintetett p-érték kétoldalas, a p<0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak.

A statisztikai analizist a GraphPad Prism 3.0 és a StatMate 1.2 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA, www.graphpad.com), az SPSS 11.5.1 (SPSS Inc., www.spss.com) és a

Statistica 6.0 (StatSoft, Tusla, OK, USA, www.statsoft.com) programcsomagokkal végeztiik.

A statisztikai probak és fogalmak magyar nevének helyesirasakor a Klinikai Biostatisztikai

Tarsasag ajanlasat (www.biostat.hu) vettiik figyelembe.
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Roviditések jegyzéke

AA aminosav

AU onkényes egység

CA anti-Hsp60 komplementaktivalo anti-Hsp60 autoantitest
cHsp60 Chlamydia Hsp60

CMV cytomegalovirus

CRP C-reaktiv fehérje

FITC fluoreszcein izotiocianat

Grp gliikoz regulalt fehérje

HDL high density lipoprotein

Hsp hésokkfehérje

Hsp60 human Hsp60

Hsp65 M. bovis Hsp65

IVIG intravénas immunglobulin

LAD logikai adatfeldolgozas

LD linkage distance

LDL low density lipoprotein

NYHA New York Heart Association

OD optikai denzités

SD szoras

SEM az atlag standard hibaja

SLE systemas lupus erythematodes

TNP 2,4,6 trinitrophenyl

ISZB ischaemias szivbetegség

AMI akut myocardialis infarktus

PTCA perkutan transzluminalis koronaria angioplasztika
CABG koronaria-aorta by-pass graft

SAP stabil angina pectoris

EBCT electron-beam computed tomography imaging
IMT intima-media thickness

Kérédések:

Elég-e a sajat eredmények megvilagitasa masok cikkeivel/eredményeivel? Kell-e még diszkutalni
masok eredményeit?
A célkitlizéseket kell-e jobban kiemelni (szovegen beliil, vagy kiilon sorba/bekezdésbe?)

Epitop és total IgG negativ korrelaciokat nem tudom diszkutalni, (1d. p39), kérek szépen &tleteket!

Kell-e egy egyszerisitett abra a végén a LAD modellek strukturajanak mutatasara (hogy képi modon is
jelenjen meg, a szovegben és jeloléssel dsszeflizott modellek).

Sajat Quintana&Cohen cikk nem szerepel a mellékletben, mint sajat. Kell-e ennél jobban diszkutalni?
Jo-e, kovethet6-e igy a struktira? Nem aranytalan (eleje bovebb, mondjuk ott sok is az adat)?

Nem zavard/baj, hogy a melléklet cikkei nem egyforma stllyal vannak bemutatva, diszkutalva?

Szerinted segitene, ha az egész oldalas abrékat (5, 7, és 16) a melléklet végére mégegyszer kiilon
betenném, hogy lehessen egyszerre olvasni a szoveget és nézni az abrat?

Van sajnos néhany ismételt mondat-bekezdés, zavar6?

A 3. és 4. fejezetben mar sajnos fellazult a zart fegyelem, és laza a bevezetd (4-esben mar nincs is...) és
nem annyira kdvetkezetes a diszkusszio (van ahol van benne eredmény is). Ez elmegy (vegyem ki a
legelejérdl a bevezetdbol, hogy minden fejezet strukturaja szép, és akkor nem annyira zavard)? Vagy

bévitsem/tisztitsam még a 3-4-et?
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