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1. Bevezetés

A coeliakia (gluten-sensitiv enteropathia, sprue) az egyik leggyakoribb autoimmun betegség
az eurdpai népességben, mely a populdcio 1%-at érinti. A betegséget a kaldszos
gabonafélékben lévs gluten fogyasztasa provokalja arra genetikailag hajlamos egyénekben.
Az autoimmun reakcid f6 célpontja a vékonybél, de gyakori egyéb szervek érintettsége is. A
kéros immunreakcidban részt vesz mind a cellularis, mind a humoralis immunrendszer,
gliadin-specifikus T-limfocitak és gluten-dependens autoantitestek termelése révén. A
glutenfogyasztds megsziintetésével az autoimmun folyamat ledllithatd, a szov6dmények is
javuldst mutathatnak. A betegek tobbségénél a betegség tinetszegényen zajlik, de a
vékonybélben ndluk is sulyos vékonybél boholyatréfia alakul ki illetve szovédmények
jelenhetnek meg. A coeliakia genetikailag meghatarozott allapot, melyre jellemz6 a HLA-DQ2
vagy DQ8 hordozds, bar magdért a gluten-intolerancidért felel6s gén jelenleg még nem

ismert.

2. El6zmények

A coeliakia felismerésének f6 eszkdze napjainkban a betegségre jellemz6 autoantitestek
szerolégiai kimutatasa. A klasszikus coeliakia-antitest az IgA osztalyd endomysium ellenanyag
(EMA). Nevét onnan nyerte, hogy simaizmokat vagy kozepes méretl ereket tartalmazé
szovetmetszeteken, indirekt immunfluoreszcens eljarassal lehet kimutatni, az izomsejtek
konturjdhoz valé kot6dése alapjan. 1993-1995 kozott végzett kandidatusi munkamban az
endomysium ellenanyag optimalis detektalasdnak lehetGségeivel és a pozitiv leletek klinikai
konzekvencidival foglalkoztam. Prospektiv vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az EMA pozitivitas
érzékeny non-invaziv indikdtora a betegség aktivitasadnak, jol jelzi a diéta hatdsossagat és a
diétahibdkat is, valamint a vékonybélben a boholykdrosodas kialakuldsat ujabb
glutenexpozicié soran. Ebben az idészakban azonban még nem volt ismert, hogy mi az EMA

célmolekulaja.

1997-ben Dieterich és munkatdrsai kozolték, hogy a coeliakids savok a szoveti
transzglutaminaz nevld enzimmel (TG2, EC. 2.3.2.13) reagdlnak. A TG2 kdlcium és GTP
reciprok szabdlyozasa alatt all6 kettds, transzamiddlé és GTP-az m(ikodésli enzim és
multifunkcionalis protein, mely 687 aminosavbdl all. 4 szerkezeti domén (1.-IV.) épiti fel. A
fehérje konformacidja az egyes szoveti kompartmentekben illetve kilonb6z6 miikodései
soran nem egységes, az aktiv formaban a szerkezet kinyilik. Az a feltételezés, hogy a TG2 a
coeliakia valédi autoantigénje, kezdetben szamos Uj kérdést vetett fel, hiszen errél az
enzimrdl mindaddig ugy tudtak, hogy intracellularis lokalizaciéju - az EMA, reticulin (ARA) és

jejundlis  (JEA) ellenanyagok viszont extracellularis kot6helyekhez kapcsolédnak a
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szovetmetszeteken. Ezért nem volt vildgos, hogy egy Uj ellenanyagrél van-e sz6, vagy a
coeliakiara jellemzé addig ismert ellenanyagok irdnyulnak a TG2 ellen és azt sem lehetett
tudni, hogy a szoveti autoantitestekkel kapcsolatban mar ismert torvényszer(iségek
érvényesek lesznek-e a TG2 elleni ellenanyagokra is. Ugyanakkor a TG2 mint autoantigén
megtalaldsa Uj tavlatokkal kecsegtetett a betegség diagnosztikdjanak korszerdsitésében és
egyszer(sitésében valamint a betegség lényegének és immunoldgiai kezelésének kutatdsa
szempontjabol is. Ezért tovabbi munkdm céljaul az autoantitestek és a TG2 enzim

kolcsonhatdsainak vizsgalatat vélasztottam.

A TG2 autoantitestek keletkezését altaldban a haptén-carrier mechanizmus alapjan
magyarazzak, mivel a TG2 a gliadin peptideket szubsztratként felhasznalja és keresztkoti vagy
deamidalja. Ekozben a gliadin és a TG2 kdzo6tt szoros kapcsolat alakul ki, mely lehetévé teszi,
hogy a TG2-re specifikus B sejtek k6zos, TG2-gladin komplexeket kebelezzenek be és nem-
professziondlis antigén-prezentdld sejtként azokat bemutassdk a gliadin-specifikus T
sejteknek. A HLA-DQ2 és DQ8 molekuldk a deamidalt gliadin peptideket altaldban erésebben
kotik, mert a glutaminok helyén kialakuld savanyu toltéssel azok jobban illeszkednek az
antigénprezentald résbe. A gliadin peptidek prezentdldsa deamiddlt gliadin peptidekre
specifikus antitestek termelését is eredményezi, melyek kimutatasa diagnosztikusan

hasznosithato.

A coeliakia autoantitestek bioldgiai hatasanak pontosabb megértését nagyban segitené
azoknak a TG2 epitépoknak az azonositasa, melyek ellen az antitestek termelédnek. A 2000-
es évek elején tortént kezdeti epitoptérképezési vizsgalatokhoz (Seissler 2001, Sblattero
2002, Nakachi 2004) rekombinans human TG2 fragmentumokat hasznaltak, melyekhez
multiplex kot6dést észleltek. Ennek alapjan az a nézet terjedt el, hogy szdmos, egymastol
flggetlen epitop van. Mas kutatdk (Byrne 2004) viszont ugy talaltak, hogy az enzim aktiv
centrumat alkoté harom aminosav mutacié csokkenti a coeliakids antitestek kotédését. Ezek
az eredmények ellentmondasosak, nem veszik figyelembe a TG2 jelent6s konformacids
érzékenységét és térszerkezetét. A coeliakids betegekbdsl prepardlt IgA és kldnozott

antitestek sejtkulturaban bioldgiai hatdsokat fejtenek ki, de in vivo szerepiik vitatott.

Az antitest vizsgalatok egyre szélesebb korl elterjedése révén a coeliakia szdmos korai
jelensége valt ismertté, melyek a betegség hagyomanyos definiciéjat és diagnosztikus
kritériumait is megkérdé6jelezik. Ezért idGszerd azt is vizsgdlni, hogy az antitestek jelenléte
szolgalhat-e Uj diagnosztikus kritériumok alapjdul. Az antitest hatdsok megértéséhez fontos
lenne jobban lokalizdlni azokat a TG2 epitdépokat, ahova a coeliakids antitestek kotédnek,
mert ezek ismerete utat nyithat olyan kompetitorok létrehozasanak, melyek segitségével az

antitestek hatdsai szelektiven vizsgalhatok vagy blokkolhaték. Végeredményben ilyen
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vizsgdlatok donthetik el, hogy az antitesteknek van-e tényleges szerepe a betegségi
tinetekben és a kotddés gatlasa jarhat-e valamiféle terdpias eredménnyel, vagy az
antitestek jelentGsége csupdn a diagndzist segitd szerepiikre korldtozddik. Végil genetikai
tényez6k azonositdsa adhat magyarazatot a gluten intoleranciara és arra, hogy jelenlétében

miért éppen a TG2 ellen termel6dnek antitestek.

3. Célkitlizések

Munkdm soran a coeliakia autoantitestek kiilonleges sajatossagaibdl kiindulva a
betegségben betoltott szerepliket komplex mddon, a transzglutamindz és a sejtes
alapkutatdstdl a klinikai ellatdson keresztiil a diagnosztikus kovetelmények értékeléséig

kivantam vizsgdlni. Ennek soran célom volt

1. Az immunfluoreszcens moddszerrel detektidlhaté hagyomanyos coeliakia
autoantitestek (endomysium, reticulin, jejundlis antitestek) antigénjének vizsgalata,
azonos-e a 2-es tipusu traszglutamindz enzimmel, milyen kilonbségek vannak az

egyes antitestek kozott,

2. A 2-es tipusu transzglutaminaz szerkezetének és coeliakidban keletkezé anti-TG2
antitestek kot6dési epitopjainak vizsgalata, Osszehasonlitds a deamiddlt gliadin

peptid elleni ellenanyagokkal,

3. A coeliakia autoantitestek keletkezési mechanizmusanak és patogenetikai szerepének
vizsgdlata, kot6désik detektdlasara és bioldgiai hatasuk mérésére alkalmas vizsgdlati

eljarasok és kisérletes rendszerek kifejlesztése és tesztelése,

4. A coeliakia szerolégiai diagnosztikajaban alkalmazhaté ELISA eljarasok kifejlesztése és

klinikai értékelése,

5. Szelektiv IgA hidnyban szenveddk értékelésére alkalmas antitest kimutatdsi eljardsok

kidolgozasa és értékelése,

6. Coeliakia antitestek helyszini és gyors kimutatdsara alkalmas tesztek kifejlesztése,

értékelése és klinikai alkalmazasa,

7. Reprezentativ epidemiolégiai felmérés a magyar népességben a coeliakia

el6fordulasanak megallapitasara,

8. Coeliakidara hajlamosité genetikai markerek azonositdsa, esetleges diagnosztikus

alkalmazasuk felmérése,
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9. A neminvaziv diagndzis lehetGségeinek vizsgalata, az antitest kimutatdsi mddszerek

megbizhatdsdganak értékelése, diagnosztikus score létrehozasa.

4. Betegek és vizsgalati modszerek

A tanulmanyokban magyar, finn, olasz, svéd és angol betegek vettek részt. Egy
multicentrikus vizsgdlatban Eurdpa 9 orszagdbdl vettek részt betegek. A coeliakia diagndzisat
minden esetben vékonybél szovettani vizsgalattal, a dermatitis herpetiformis diagndzisat a
bér direkt immunfluoreszcens vizsgalataval allapitottuk meg.

A diagnosztikus vizsgalatok értékelésénél alkalmazott kontrollcsoportok — az IgA hianyos
kontrollok egy részét kivéve — vékonybélbiopsia alapjan coeliakiasnak nem tekinthet6 klinikai
betegek voltak, akiknél a vékonybél boholyszerkezete megtartott volt. A sz(ir6vizsgalatoknal
IgA hidnyos véradodkat, rizikdcsoportokat, koztik az ismert coeliakids betegek els6foku
rokonait vizsgaltuk. A sz(ir6vizsgdlatok egy része a normal populdcio vizsgalataval tortént (6
éves gyermekek Jasz-Nagykun-Szolnok megyében).

Az immunoldgiai eltérések gluten-dependens voltanak vizsgdlatdra egy tanulmanyunkban a
betegeket randomizdltuk, majd glutenmentes étrendet illetve a glutenbevitel fokozasat
javasoltuk 6 hdnapig. Allapotukat klinikai és vékonybél szdvettani vizsgalatokkal ellen&riztiik.

majd a csoportokat felcserélve a vizsgalatot cross-over mddon folytattuk.

A szérum antitesteket indirekt immunfluoreszcens maddszerrel mutattuk ki. A metszeteket
nativ formdaban illetve TG2 antigént modositd eljarasok utan (fixalas, kdlium-tiocianat vagy
kloracetdt kezelés) hasznaltuk. IgA, 1gG és IgM osztdlyd humdn antitestek kot6dését
vizsgdltuk. A kot6dési mintazat és a TG2 szoveti lokalizacidjanak Osszehasonlitasara
tobbszinl jelolést alkalmaztunk. A TG2 fehérjét monoklonalis ellenanyagokkal jeloltiik. A
coeliakia autoantitestek kot6dését TG2 hidanyos és normdl egerek szovetein is vizsgaltuk, a

TG2 hidanyos metszetekhez human rekombinans TG2-t adtunk.

A TG2 elleni antitesteket ELISA eljdrdssal mértik tengerimalac majbdl szdrmazo,
kereskedelemben kaphaté TG2, human vorosvérsejtekbll prepardlt TG2 és kiilonb6z6
rekombindns TG2 antigének alkalmazdsadval. Az antitestek epitdpspecificitdsanak
vizsgdlatdhoz kompetitiv ELISA-t alkalmaztunk és helyspecifikus mutagenezist hasznaltunk. A
coeliakia autoantitestek gyors kimutatasara immunkromatografias médszert fejlesztettiink
ki.

Molekuldris biolégiai, biokémiai és preparativ kémiai moddszereket alkalmaztunk az
antitestek tisztitasara, koncentraldsara, specificitdsuk, kotédésik vizsgalatdra; a TG2 enzim

enzimaktivitdsanak mérésére és rekombindns TG2 fehérjék el6allitasara.
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A TG2 (PDB code: 1KV3) és a TG3 (PDB code: 1VJJ) ismert kristalyszerkezetét felhasznalva
teljes hosszu TG2 modellt épitettlink fel. Az 1KV3 szerkezetbdl hidnyzanak az 1-14, 44-55 és
123-132 aminosavat, ezeket a TG3 hasonld részeibdl illesztettiik be a Modeller program
multiple templat médszerérel. A grafikus méréseket Silicon Graphics Fuel és Sybyl és VMD

programcsomaggal végeztiik (Tripos International, St. Louis, MO, USA).

A HLA-alléleket szekvencia-specifikus primerekkel (Olerup SSP AB, Saltsjobaden, Sweden),
restrikcidos fragmenthossz analizissel vagy automatizalt rendszerekben (lllumina) SNP
tipizdlassal hataroztuk meg. A non-HLA gének SNP varidciot TagMan és On Demand Assay-
vel Applied Biosystems (www.appliedbiosystems.com) platformon, Affimetrix 50K chippel
illetve lllumina 670-QuadCustom_v1 és Golden Gate automatizalt tesztrendszerrel végeztiik.
Az eredményekkel a feldolgozas el6tt quality control teszteket végeztiink a Merlin és
Pedcheck programmal (O'Connell és Weeks 1998), értékeltik a Hardy-Weinberg
equilibriumot és a mendeli 6roklédést. A linkage-t és az allélek transzmissidjat domindns és
recessziv modellekkel, transmissziés disequilibrium teszttel (TDT) és csalddfa analizissel

értékeltik.

Koldokzsinér véna endotél sejteket (HUVEC) Palatka és mtsai 2006 szerint preparaltunk és
tenyésztettiink. A sejteket az angiogenezis kisérletekhez Matrigelbe kevertiik és 24-es
lemezen (50.000 cells/vajulat) EGM1 tapfolyadékban 2% fetalis borjuszérummal
tenyésztettuk. A kisérletekben 1 ug/vajulat MAb885 vagy tisztitott coeliakias és kontroll IgA-t
illetve monoklonalis egylancu antitestet adtunk hozza 4 éra mulva. Az érképz6dést 24-48 6ra
utan Image J szoftverrel értékeltiik sorozatfényképek alapjan vagy filmes rendszerrel. A

tubulusok hosszat az alapértékek mértani kozepének szazalékaban fejeztiik ki.
5. Eredmények és megbeszélésiik

5.1. A szOveti antitestek és a transzglutaminaz antitestek azonossaga (2,5)

A TG2 antitestek és az endomysium (szoveti) antitestek azonossdganak vizsgalatara
monoklonalis TG2 elleni egér ellenanyagokkal jel6ltik a TG2 enzimet azokban a
szovetmetszetekben, melyeket az endomysium ellenanyag kimutatdsdra hasznaltunk. A
monoklonalis TG2 antitestek a human coeliakids savdokhoz hasonld, ,endomysium”
mintazatban, meglepetésiinkre dontéen extracelluldrisan kotédtek a fixalatlan, fagyasztott
nyel6csé és koldokzsindr metszetekhez. A monoklonalis ellenanyagok a coeliakia
diagnosztikdaban hasznalt egyéb szovetekhez (appendix, maj, vese) is a coeliakids
betegsavokban |évé antitestekhez hasonléan (ARA, JEA) kotddtek, fuggetlenil attédl, hogy
humdn, féeml6s vagy radgcsald szoveteket haszndltunk. Ezek az eredmények azt igazoltak,

hogy a TG2 a normal szovetekben az endomysium és reticulin rostok mentén, valamint a
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vékonybélben a bazalmembran alatt nagymennyiségben megtaldlhaté és a kordbban
endomysium, reticulin és jejunalis ellenanyagnak nevezett antitestek valdjdban a
szovetekben ezekre a helyekre lokalizalt endogén TG2 antigénhez kot6dve adjdk a
diagnosztikus értéki pozitiv immunfluoreszcens reakciét. Ha a metszetekbdl a TG2-t kémiai

anyagokkal kivontuk, a betegsavdk és a monoklonalis antitestek nem tudtak kot6dni.

Annak bizonyitdsara, hogy az endomysium, reticulin és jejunalis ellenanyag reakciokért
kizdrdlag a TG2 elleni antitestek felel6sek, TG2 hidnyos (knockout) egerek szovetein
vizsgdltuk a betegsavdk és monoklonalis antitestek kotédését, melyekhez specifikus kotédést
nem lehetett kimutatni. Biokémiai vizsgdlatokbdl ismert volt, hogy a fibronectinhez jol
kotédik a TG2, ezért a TG2 hidnyos egerek szovetmetszeteit tisztitott természetes eredetl
(emberi vorosvérsejtbél preparalt) vagy rekombinans human TG2 fehérjével inkubaltuk. Ezt
kovet6éen mind a monoklondlis, mind a coeliakidss TG2 antitestek joél felismerték a
szovetekhez endomysialis mintazatban megkot6dott exogén TG2-t. Ezek az eredmények
egyértelmlen bizonyitottdk, hogy az endomysium, reticulin és jejunalis ellenanyagok
azonosak a TG2 elleni elllenanyagokkal és egymdssal, és a TG2 elleni ellenanyagok a
coeliakiara jellemz6 specifkus autoantitestek. A vizsgalatok azt is igazoltdk, hogy az
extracellularis térben a TG2-t a fibronectin tartja az endomysiumhoz és reticulin rostokhoz

lehorgonyozva.

5.2. Transzglutamindaz-alapu, diagnosztikus antitest vizsgalatok kifejlesztése és klinikai
értékelése

5.2.1. Tengerimalac TG2 antigénnel végzett ELISA (1)

A fenti eredmények alapjan els6ként fejlesztettlink kis diagnosztikusan alkalmazhatd ELISA
modszert a betegsavdok antitesttartalmanak mérésére tengerimalac TG2 antigén
alkalmazasaval. 136 coeliakias és 207 kontroll beteget vizsgalva a kezdeti ELISA szenzitivitasa
95%, specificitdsa 92% volt. Egyidejlleg kimutattuk, hogy az IgA osztalyu antitestek jol
reprodukalhatd és érzékeny kimutatasdhoz a tengerimalac TG2 fehérjét elGzetesen

kalciummal aktivalni kell, hogy az antitestek kot6déséhez sziikséges konformacid létrejojjon.

5.2.2. Human TG2 antigén alkalmazasa a diagnosztikus vizsgalatokban (3,4,6,10)

A tovabbiakban a méréseket ezért human TG2 alkalmazasaval folytattuk, melyet kezdetben
humdn vorosvérsejtekbdl nyertiink, kés6bb pedig rekombindns TG2-t hasznaltunk. A humaén
rekombindns TG2 fehérje alkalmazasa lehet6vé tette nemcsak az IgA, hanem az IgG osztalyu
ellenanyagok diagnosztikus kimutatasat is, melyet az IgA hianyos betegek felismerésére is

megbizhatonak taldltunk. Vildgviszonylatban elsGként végeztiink coeliakia sz(ir6vizsgdlatot
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IgA hianyos véradok korében és megallapitottuk, hogy a tiinetmentes IgA hidnyos személyek
mintegy 10%-anal fel nem ismert coeliakiaval kell szamolni.

Nemzetkodzi multicentrikus vizsgalatban 6sszehasonlitottuk a rekombindns TG2 antigénnel
kapott ELISA eredményeket a kozpontilag értékelt szovettani eredményekkel 271 betegnél. A
vizsgdlatban 144 coeliakias és 127 kontroll beteg vett részt. Az antitest eredmények jobban
korrelaltak a klinikai adatokkal, mint a szévettan és feltlin6en magas (10.2%) volt a rosszul

orientalt vagy mas egyéb okbdl nehezen véleményezhet6 szévettani mintak szama.

5.2.3. A human transzglutamindaz antigén szerkezetének hatasa a coeliakias autoantitestek
mérésének hatékonysagara (60)

Vizsgdltuk azt is, hogy milyen TG2 milyen konformdcids integritdsa szikséges a coeliakia
autoantitestek specifikus kimutatasahoz és ugy talaltuk, hogy az alkalmazott TG2 molekulak
térszerkezete befolydsolja az antitestek kot6dését és azok szinte kizardlag konformacids
epitopokat ismernek fel. A denaturalt fehérjéhez a coeliakias antitest nem kot6dnek. Ezek az
eredmények érthetGvé teszik, hogy a kereskedelemben kaphatd, kilonb6z6 minéségl TG2
antigént tartalmazo ELISA kit-ek miért adnak olykor nem specifikus és a klinikai ellatasban

rosszul alkalmazhaté eredményeket.

5.2.4. A beteg sajat TG2 autoantigénjének felhasznalasa gyors coeliakia antitest kimutatdas
tervezésére. A gyorstesztek klinikai alkalmazasa (4,9,14,18,23,24,29)

Ezeket a megfigyeléseket haszndltuk fel arra, hogy a TG2 ellenanyagok vérbél torténd
diagnosztikus kimutatdsara gyorstesztet hozzunk létre. Tekintettel arra, hogy minden
vérmintaban megtaldlhatd a TG2 az emberi vorosvérsejtekben, a betegek sajat természetes
TG2-t alkalmaztuk antigénként. A vérmintak gyengéd haemolizaldsaval a vorosvérsejtekbdl a
TG2 felszabadithatd, és ha a plazmaban TG2-specifikus antitestek vannak jelen (vagyis a
beteg aktiv coeliakidban szenved), a vorosvérsejt TG2-vel azok komplexeket képeznek. Ezek a
komplexek TG2-t megkotd fehérjékkel, pl. fibronectinnel vagy collagénnel valamilyen
alkalmas fellilethez kothetSk és ott egyszeril szinreakcidval lathatova tehet6k. Két ezen az
elven muUkod6 gyorstesztet prdbdltunk ki a gyakorlatban, az egyik a Nunc-Immunostick
Maxisorp felliletet és peroxidaz/TMB kimutatast, a masik lateral flow immunkromatografias
modszert és kolloidalis szinezékkel konjugalt anti-lgA-val torténd kimutatast alkalmaz. Az
els6 15 perc alatt, a masodik 1-5 perc alatt képes a coeliakia autoantitesteket minden
laboratdriumi felszerelés nélkil, betegagy mellett vagy rendel6i korilmények kozott
detektalni.

A sajat TG2-alapu coeliakia gyorsteszteket Uj betegek rendel6i felismerésére és 263
gondozott coeliakidas betegnél a diéta betartasanak rendelGi ellenGrzésére hasznaltuk. A

gyorsteszt szenzitivitdsa (97.4%) és specificitasa (97.6%) megkozelitette az endomysium
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ellenanyag mikroszkdpos kimutatdsanak biztonsagat és jol korreldlt a TG2 elleni antitestek
humdn rekombinans TG2 antigénnel savdbdl torténd ELISA mérésével is. A diéta ellenGrzése
soran a gondozott betegek mintegy 20%-4anal volt pozitiv a reakcié mindhdrom teszttel, azaz
a diéta betartdsa nem volt megfelel6. A helyszini teszt pozitivitdsa esetén maod nyilt arra,
hogy a beteget illetve szileit a nem megfelel6 kezelési eredménnyel azonnal szembesitsiik
és megprobaljuk meggy6zni Gket arrdl, hogy a diéta pontosabb betartasdra van szikség.
Ezen intervencid utdn 3-6 hénap mulva a TG2 antitestek szérumszintjének szignifikans
csokkenését regisztraltuk, és a betegek 75%-dban a gyorsteszt és a laboratériumi
eredmények negativva valdsa is aldtamasztotta a compliance javuldsat. Ezzel szemben egy
olyan kontroll coeliakids csoportban, akiket gyorsteszttel nem vizsgaltunk és a betegek csak
levélben kaptak értesitést a diéta elégtelen voltat jelz6 kéros laboratériumi eredményeikrdl,
a kovetés sordn a TG2 antitest szintek nem csokkentek és csak a betegek 28%-a valt 3-6

hénap utan antitest negativva.

A Biocard gyorsteszt alkalmazdsaval 2005-ben reprezentativ népességszlirést végeztiink 6
éves gyermekek korében Jasz-Nagykun-Szolnok megyében. A védéndék a teljes 6 éves koru
populacié 77%-at, 2676 gyermeket szlirték meg a Biocard gyorsteszttel. A pozitiv
személyeknél kozvetlenil a pozitiv gyorsteszt eredményt kdvet6en minden egyéb szeroldgiai
vizsgdlat kozbeiktatasa nélkil megtortént a vékonybélbiopsia, melynek taladlati ardnya 100%
volt. A védénék laboratériumi EMA és TG2-antitest ELISA meghatdrozasra is vettek kapillaris
vért, melyb6l az IgA és 1gG EMA antitesteket is meghatdroztuk, szimultdn, kett6s
immunfluoreszcens jeloléssel kombinalt indirekt immunfluoreszcens vizsgdlattal. Az
Osszesitett eredmények alapjan a védénd6k az antitest-pozitiv gyermekek 78%-4at ismerték fel
a helyszinen. A védénGk akkor végeztek életiikben el6szor antitestkimutatast. A
laboratdriumban végzett Biocard tesztelésnél a védéndk altal fel nem ismert betegek
tobbségének vérmintdja igen halvany teszt-vonalat mutatott. Ezeknél a plazmdabdl mérheté
EMA és anti-TG2 antitestek is alacsony vagy hatdrérték titerben voltak jelen és az alacsony
antitest szintl gyermekek felénél nem volt sulyos boholyatréfia. Valdszinlileg ezek helyes
felismeréséhez tobb gyakorldas kell. A laboratérium és a védbk altal végzett szlrés
Osszesitéseképpen a biopsiaval aldtamasztott coeliakia prevalencidja a 6 éves magyar
gyermekek kozott 1.4%, az antitest pozitivitds el6forduldsa 1.79% volt. Az adatok a magas
részvételi ardny miatt reprezentativnak tekintendék a magyar népességre nézve. A vizsgalat
alapjan az is megallapithatd, hogy a gyorsteszt megbizhatd értékeléséhez valamennyi
gyakorlat is szlikséges. Az nagyobb méretekben végezhet$ vizsgalatok automatizaldsara a

gyorsteszt elvén alapuld ELISA eljarast is kifejlesztettiink.

5.3. A coeliakia antitestek in vivo kotédésének és hatdasainak vizsgalata
(8,11,13,16,20,25,33,42,58)
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A TG2 autoantitestek pathomechanikai szerepének vizsgdlatara azt tanulmanyoztuk, hogy az
autoantitestek vajon magukban a betegekben is hozzdkotédnek-e a TG2 fehérjéhez. KettGs
jelolést immunfluorescens vizsgdlattal és eluciés kisérletekkel igazoltuk, hogy az IgA
lerakédas a TG2 vékonybélben vald el6forduldasanak megfeleléen subepitelidlisan és a
kriptak korul torténik és hogy ez az autoantitest lerakédds mind a boholyatrofia kialakuldsat,
mind a TG2 autoantitestek vérkeringésben tortén6é megjelenését megeldzi (13). Kimutattuk
azt is, hogy coeliakids betegeknek az a hanyada (15%), akiknél a vérben kering6 anti-TG2
antitesteket nem lehet kimutatni, szintén pozitiv a vékonybében helyileg lerakddott
antitestekre, tehat 6k is termelnek a coeliakia aktiv szakaban anti-TG2 antitesteket. Ez
megkiilonboztette Gket az autoimmun illetve mas eredet(i boholykarosoddsoktél, ahol a
vékonybélben nem voltak a TG2 felszinén antitestek (20). Ezérz ez az eljaras diagnosztikusan

is hasznosithato.

Egy masik vizsgalati sorozatban coeliakids betegek nyel6cs6, gyomor illetve
vastagbélbiopsids mintdit vizsgaltuk. A mintakat az adott lokalizacionak megfelel6 kéros
tinetek (gastro-oesophagealis reflux, oesophagitis, gastritis illetve colitis) miatt vették. A
betegség aktiv idGszakdban a TG2 elleni antitestek lerakdédasa az emésztérendszerben
ezekben a lokalizaciokban is jelen volt. Lehet&ségiink volt tovdbba a coeliakia aktiv szakaban
mas indikacid miatt eltavolitott maj-, izom-, nyirokcsomé és vesebiopsidas mintdk valamint
eltavolitott appendix tanulmanyozasara, ahol szintén ki lehetett mutatni az in vivo lerakdédott
IgA (IgA hianyos betegek esetében IgG) autoantitestek jelenlétét a TG2 felszinén. Elucios és
Western blot kisérletek megerGsitették, hogy az autoantitestek specifikusan a TG2 enzimhez
kotédtek. A TG2-specifikus antitestek tovdbba képesek voltak GST-vel jelzett kils6 TG2-t is
megkotni. Anti-TG2 antitesteket aktiv coeliakidban szenved6 nék placentajdban is talaltunk,
ahol a placentaris bolyhok csokkent felszinét is igazoltuk. Ezekben az extraintestinalis
szervekben a fénymikroszkdpos vizsgalattal csak minimalis, nem specifikus eltérések voltak.
JelentGs ezért az a felismerés, hogy nemspecifikus szervi eltérések esetén érdemes a tlinetek
mogott coeliakidt is keresni, mely megfelel6 immunhisztokémiai vizsgalattal kimutathaté
lehet.

Egy masik tanulmanyban emésztbszervi tiinetek miatt kivizsgalt olyan betegek vékonybél
mintait vizsgdltuk, akiknél csak emelkedett intraepithelidlis lymphocyta szam volt,
boholyatrdéfia azonban nem. A betegek random besorolds szerint glutenmentes diétat
kezdtek vagy emelték addigi glutenfogyasztasukat, majd 6 hdénap mulva Ujabb
kontrollbiopsia tortént (11). A vizsgdlt 41 beteg koziul 11-nél lehetett olyan klinikai vagy
szovettani valtozast bizonyitani, amelynek alapjan Gket gluten-érzékenynek lehet tartani.
Ezek kozul 10 beteg vékonybélbiopsids mintajadban — a klinikai adatok ismerete nélkil - mar a

tanulmany kezdetén ki tudtuk mutatni a TG2 autoantitestek lerakddasat a vékonybélben,
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amikor a bél boholyszerkezete még megtartott volt. Az autoantitestek mennyisége az
intervencié utan parhuzamosan valtozott a glutenbevitel valtozasdval. A klinikailag
glutendependens dllapot ellenére a betegek nagy részénél klasszikus boholyatrofia nem
alakult ki. Ez az eredmény arra utal, hogy a TG2-re lerakddott autoantitestek megbizhatébb

indikatorai a gluten-enteropathidnak, mint a klasszikus szovettani kritériumok.

Az in vivo kot6dott TG2 autoantitestek diagnosztikus és pathomechanikai jelentGségét
tovabb vizsgaltuk egy gluten-ataxidban szenved6 betegcsoportban (16). A gluten-ataxia
megjelenhet a coeliakia szov6dményeként, de a betegek jelent6s részénél nem lehet a
vékonybélben boholyatrofiat kimutatni és a vérben sem pozitivak a coeliakia autoantitestek.
llyen betegek vékonybélbiopsids mintait vakon értékelve 11 betegbdl 10-ben TG2-specifikus
autoantitesteket mutattunk ki a bélben, mig 8 mas okbdl ataxidban szenved6 beteg
bélmintdiban ilyen antitestek nem voltak. Egy gluten ataxidban elhunyt beteg agydban,
els6sorban a klinikailag érintett kisagyi, agytorzsi és gerinvel6i kiserekben szintén TG2-
ellenes IgA antitesteket taladltunk. Ezen eredmények Uj adatokat szolgdltattak a gluten ataxia
pathomechanizmusat és diagnosztikus lehet6ségeit illetéen. Kordbban ugy vélték, hogy a
gliadin-ellenes ellenanyagok Purkinje sejtekkel valdé keresztreakcidja okozza az agyi
karosodast. Eredményeink azt igazoljak, hogy a gluten-ataxia gluten-enteropathiaval parosul
és a coeliakia betegségspektrum része. Uj megvilagitasba helyezi a gluten-ataxia megértését
az a felismerés, hogy az ataxia az ereket tdmadd immunreakcidval parhuzamosan alakul ki,

tehat lehetséges, hogy primeren vaszkuldris okokbdl jon létre.

5.4. A coeliakia autoantitestek kot6dési epitédpjanak azonositdsa (31, 35, 60)

A transzamidald aktiv centrumban mddositott (cystein 277 pontmutans) TG2-t a coeliakia
antitestek éppugy felismerik, mint a természetes enzimet, igy a coeliakids epitop nem az
aktiv centrumban van. A betegek IgA és IgG antitestjeinek kompeticids vizsgalata és
kiilonb6z6 modon termelt rekombindns TG2 fehérjékkel végzett 6sszehasonlitd vizsgalataink
arra utalnak, hogy vannak kitlintetett epitépok, azok konformacidsak és a betegség kezdetén
humadn-specifikusak.

Ezekb6l a kezdeti adatokbdl kiindulva irdnyitott mutagenesis segitségével egy f6 TG2
epitopot azonositottunk, mely konformacios és 3 domén részvételével alakul ki. Az epitdp f6
aminosavai a 19-es arginin, a 153-as és 154-es glutaminsav és a 659-es metionin. Az N-
termindlis rész vagy a C-termindlis rész alternativ médon elegendd a coeliakia antitestek
kot6édéshez, mig a core domain teriiletén levé aminosavak szerepe obligat. Betegsavébol
szarmazd és betegekbdl készitett monoclonalis antitestekkel végzett kompeticios
kisérletekkel kimutattuk, hogy a kilonb6z6 betegek antitestjei ugyanahhoz a f6 coeliakids
epitophoz kotGdnek, és hogy ennek dominancidja évtizedeken 4t tartd aktiv betegség sordn

is megmarad. Ez azt jelenti, hogy az anti-TG2 antitestek képzddése szabdlyos, adott felszin
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ellen irdnyul és nem véletlenszerlen a TG2 ellen. A kisérletek soran adatokat taldltunk arra,
hogy az azonositott f6 epitépon keresztiil valdosul meg az anti-TG2 antitestek bioldgiai hatasa
is, sejtes rendszerekben és egy materno-foetalis transzmissids helyzetben. Vizsgalataink
soran egy olyan nem humdan monoklonadlis anti-TG2-t is talaltunk, melynek koét6helye
részleges atfedést mutat a coeliakids antitestek kot6désével. Ez az antitest feleslegben
alkalmazva képes megakaddlyozni a beteg antitestek karos bioldgiai hatdsat, s6t a
szovetekrdl is képes Gket leszoritani. Eredményeink alapjan lehetségesnek latszik, hogy
hasonld tulajdonsagu antitestekkel vagy mas, az epidpot elfedé molekuldkkal terapias hatas

érhetd el. Az ilyen anyagok el6dllitdsara a Debreceni Egyetem szabadalmi beadvanyt nyujtott
be.

Egy tovabbi tanulmdanyban szerkezeti homoldgiat taldltunk deamidalt gliadin peptidek és a
TG2 haromdimenzids szerkezete kozott. Monoklonalis anti-TG2 ellenanyagok a peptideket is
felismerték. Humdn TG2 gatolta a monoklondlis anitestek kot6dését a deamidalt
peptidekhez és a peptidek csokkentették a monoklonalis antitestek kotédését a TG2
enzimhez. A coeliakids betegsavokban tobbféle epitépspecificitast taldltunk, melyeket nem
lehetett a fenti mddszerekkel teljesen gatolni, de a coeliakias betegek vérébdl a deamidalt
peptidekkel olyan antitest populdciot sikerilt tisztitani, mely keresztreagalt human

rekombindns TG2-vel is. Ezek az adatok molekularis mimikri jelenségét mutatjak.

5.5. A coeliakia autoantitestek bioldgiai hatasanak vizsgalata (15, 34, 36, 38,48,54,61)

A TG2 autoantitestek bioldgiai szerepének kutatasa céljabdl vizsgaltuk az antitestek hatdsat a
TG2 enzimatikus m(ikddéseire. A kereskedelemben kaphaté monoklondlis egér antitestek
gatoljak a TG2 transzamidalé mikodését. A coeliakias betegsavdkbdl tisztitott antitestekkel
kapcsolatban korabban mas munkacsoportok ellentmonddsos, tobbnyire bizonyos foku
gatldsra utald adatokat kozoltek. Az altalunk vizsgdlt coeliakids betegek autoantitestjei
viszont egyes rakcidtipusok esetén kifejezetten gyorsitottak az enzimreakciot, valdszinlleg az
enzim stabilitdsanak fokozasaval. A transzamiddlast fokozé hatds legkifejezettebb a sulyos
klinikai malabszorpcidval jelentkez6 gyermekek és felnSttek esetében volt. Ez a megfigyelés
arra utal, hogy az aktivdld hatasu antitestek klinikailag kedvez&tlenek. A biokémiai
eredményeket a szovetmetszeteken végzett TG2 aktivitdsi vizsgdlatok is megerdsitették,
melyekkel az in vivo szovetekbe lerakédott antitestek mellett is er6teljes transzamidald

miikddést lehetett igazolni.
Az antitestek gatoltak a TG2 GTP-az mikddését. A GTP-az aktivitds a TG2 f6 intracellularis

funkcidja, ezért tovabbi bizonyitasra szorul, hogy ennek a hatasnak coeliakidban mekkora

relevancidja van. Mivel adatok vannak arra, hogy mind az IgA, mind az 1gG antitestek egyes
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autoimmun kérképekben bejutnak a sejtekbe, az antitestek ilyen irdnyd hatdsanak szintén

lehetnek klinikai kovetkezményei.

Caco2 hamsejtekkel végzett kisérletekben (54) a coeliakia antitestek fokoztdk a peptidek
athaladasat a hamrétegen. Endotél sejtekkel végzett angiogenesis vizsgdlatok a coeliakias
antitestek hatdsara a képzett tubulusok szama, mérete és a lathatd eldgazasok hossza
csokken. A hatas inhibitor alkalkazasa alapjan a TG2 enzimatikus gatlasaval figgeszhetds fel
és a rendszerben a coeliakids antitestek jelenlétében konstans aktivaldas észlelhetd.
Kimutattuk tovdbbd, hogy a fokozott TG2 enzimmikodés mellett a RhoA anyagcsereut is

aktivalédik, melyrél ismert, hogy a sejtekben proliferaciés és motilitasi zavarokat okozhat.

Aktiv coeliakidban szenved6 anyak ujsziilottjeinél az anyai IgG anti-TG2 antitestek passziv
atvitelét és a koldokzsindr szoveteiben valo lerakdddasukat észleltiik. Ezeknek a
gyermekeknek a sziletési sulya alacsonyabb volt a normal populaciénal és egyeseknél
atmeneti klinikai tlinetek (hasmenés, majlézid) is el6fordultak. Etikai okok miatt azonban

invaziv vizsgalatokat a bélkarosodas bizonyitdsara nem lehetett végezni.

5.6. A coeliakiara hajlamosité genetikai eltérések kutatdsa

5.6.1. HLA-DQ markerek (7,12,17,32,43,59)

A coeliakia hagyomanyosan a vékonybél szovettani vizsgalatdval diagnosztizdlhatd, a
szovettani eltérések (gyulladas, a bélbolyhok valtozé foku atrophidja) azonban nem
specifikusak és féként a coeliakidra jellemz6 anti-TG2 antitestek hianyaban gyakori a
diagnosztikus bizonytalansdg. A tanulmanyban vizsgalt 70 egymast kovetben jelentkez6
beteg esetében a HLA-DQ2 vagy DQS8 hidnya helyesen jelezte egy korabbi coeliakia diagndzis
megalapozatlansagat és jol korreldlt a prospektiven végrehajtott diagnosztikus gluten
terhelés klinikai kimenetelével. Megallapitottuk azt is, hogy a coeliakia autoantitestek (anti-
TG2 és EMA, endomysium antitest) csak a HLA-DQ2 vagy DQS8 adottsagu személyekben
termel6dtek és ezek a glutenmentes diéta felfliggesztése, Ujabb glutenbevitel hatasara
visszaestek. Ennek megfelel6en a HLA-DQ tipizdlast a klinikai gyakorlatban nagyobb
hangsullyal és gyakrabban kellene hasznalni, kiilon6sen a bizonytalan esetekben és a mar

diétaval elGkezelt betegeknél.

Tovabbi vizsgalataink soran a HLA DQ2 és DQ8 megoszldsdban Osszefliggést taldltunk a
klinikai manifesztacioval 100 hosszan kovetett coeliakias, 80 diabetesben szenvedé és 47
coeliakias+diabeteses gyermek HLA tipizalasaval (17). Az 1-es tipusu diabetes mellitus és
coeliakia genetikai hattere HLA és non-HLA gének tekintetében szdmos atfedést mutat,

viszont DQ2 és DQS8 egyittes jelenlétében coeliakids betegeknél gyakrabban manifesztalodik
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diabetes. A HLA DQ2 hordozas diabetes esetén viszont prediszpoziciét jelent coeliakidra is,
mig a csak DQ8 hordozas csak diabetesre hajlamosit. A DQ8 6nmagdban nem emeli a
coeliakia kialakuldsanak kockazatat a normal népességhez képest sem. A tanulmanyban a
toll-like receptor (TLR) 4 funkciondlis polymorphismusa (A+896G), mely a korai immunvalasz
fokozott beinditdsaban jatszhat szerepet, nem mutatott Osszefliggést a coeliakia
prediszpoziéval. Vizsgaltuk a CD14 molekula C-260T minor alléljének jelenlétét is, mely
homozygota TT formaban fokozott CD14 expressziéra és potencidlisan kifejezettebb
immunreakciéra és gyulladasra hajlamosit. A diabeteses betegeknél a T allél és a TT
genotipus a normal népességhez képest ritkabban fordult eld, mig coeliakia esetén nem tért
el a normal megoszlastél. Diabeteses betegeknél a TT el6forduldsa azonban hajlamositott a

coeliakia egyuttes el6forduldsara.

Tekintettel arra, hogy a HLA-DQ allélek részletes tipizaldsa a jelenleg altaldanosan hasznélatos
szekvencia-specifikus primereken alapulé PCR eljardssal viszonylag koltséges, nehéz a HLA-
DQ meghatdrozast a klinikai gyakorlatban olyan méretekben végezni, mely a diagnosztikaban
vagy a populdcio szlirésében indokolt lenne. Elvileg a népességben csak azokat kellene
coeliakiara szlrni, akik DQ2 vagy DQ haplotipusuak. Szeroldgiai tipizalas az MHC Il tipusu
alléleknél nem megbizhatd és ezért nem ajanlott, valamint az egyes HLA-DQ2 altipusok
elkilonitésére, melyek kozil a HLA DQB1*0201 (DQ2.5 haplotipus) és *0202 (DQ2.2
haplotipus) 6nmagaban kiilonb6z6 kockdazati tényez6t jelent, mindenképp genetikai
meghatdrozas indokolt. Ezért azt vizsgdltuk (43), hogy a coeliakia szempontjabdl fontos
allélek meghatarozhatdk-e a benniik talalhatd jellegzetes single nucleotid polimorfizmusok
(SNP) tipizaldsa alapjan. Erre elvileg az ad lehet6séget, hogy a DR1, DQA1 és DQB1 helyek
linkage disequilibrium miatt hatdrozott haplotipus blokkokban 6roklédnek. A vizsgalatokban
Osszesen 1284 ismert, szovettani vizsgalattal bizonyitott és 1587 nem coeliakids (normal
populacid vagy csaladtag) személy vett részt. A vizsgalt SNP-k kozil egy a DQ2.5 haplotipust
(rs2187668), harom a DQ2.2 haplotipust (rs2395182, rs4713586, rs7775228) egy-egy pedig a
DQ7 (rs4639334) illetve DQS8 () alléleket mutatja ki. A DQ2.5 jelenléte elegendd a gliadin
megfelel6 prezentacidjahoz, de a DQ2.2. Gnmagaban nem hoz létre gliadint k6té funkcionalis
heterodimert, csak akkor, ha a masik allél DQ7, melynek A lanca (*0301) kapcsolédik a
DQ2.2 B lancaval (*0202), ezért van szikség a DQ7 kimutatdsara is. Technikailag mind a 6
SNP kozul 5 jol mikodott a Hardy-Weinberg szabdlynak megfelel6 normal eloszldssal, az
egyik DQ2.2 SNP tipizalasa nehézjes volt. A magyar coeliakids betegek 97.2%-a hordozott
DQ2 heterodimert (87.5% DQ2.5, 9.7% DQ2.2/DQ7) és 2.3 % DQS8-t. A finn betegek kozétt a
DQ2.5 aranya hasonlé, a DQ2.2/DQ7 alacsonyabb, a DQ8 magasabb volt, mig az olasz
betegknél a DQ2.5 volt alacsonyabb, de a DQ2.2/DQ7 magasabb, mig a DQ8 hasonlé volt a
finnekhez. Ez megfelel annak a klinikai kortilménynek, hogy a magyar népességben relative

alacsonyabb a diabetes el6forduldsa mint Finnorszagban. A magyaroknal ritkan olyan DQ2.2
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allél fordult el6, ami inkonkluziv eredményhez (latszolag 3 allél DQ2.2, DQ7 és DQS8) vezetett,
ezeknél minden esetben az A és B lanc nem szokvanyos tarsuldsaval, azaz csokkent
disequilibriummal taldlkoztunk. Ezeknél a betegeknél latszélag csak DQ2.2 jelenléte ellenére
mas vizsgdlatok igazoltak a teljes heterodimer jelenlétét. llyen esetekben tehat tovabbra is a
hagyomanyos alléltipizadlast kell végezni. Az SNP meghatarozdson alapulé HLA-DQ
tesztelésnek azonban sok el6nye van. Nemcsak olcsdbb, hanem alkalmas high troughput
rendszereken torténd alkalmazasra is, igy nagylétszdmu szlrévizsgalatok elvégzésére is.

A vizsgdlat megerGsitette azon korabbi eredményt is, hogy a DQ2.5 homozigdtasag 5.5-
szorosre emeli a coeliakia kockazatdt a DQ2.5 heterozygotasdghoz képest, mig a DQ2.2

jelenléte a DQ2.5 mellett 3.1-szoros rizikét jelent.

5.6.2. Non-HLA gének kutatasa (26, 28, 30, 37, 39, 40, 41,44, 45, 47, 59)

Tekintettel arra, hogy a HLA-DQ2 vagy DQS8 jelenléte a normal eurépai és magyar népesség
25-30%-amal el6fordul, jelenlétik sziikséges feltétel, de nem elegenddé a coeliakia
manifesztalédasahoz és a HLA markerek csak részben, mintegy 40%-ban magyarazzak meg a
genetikai fogékonysagot. Ezért a valddi coeliakia gének kutatdsa sokkal jelentGsebb a
betegség pontos okanak felderitésében. Tekintettel arra, hogy az oroklésmenet nem
tisztdzott és nagy valdszinlséggel multi- vagy legaldbbis oligogénes és valtozd penetrancidju,
a non-HLA hajlamositéo tényez6k megkozelitésére a komplex genetikai betegségeknél
alkalmazott stratégiat kovettliik. Az elsé |épésben érintett testvéreknél végzett SNP
analizissel igyekeztlink azokat a kromoszéma szakaszokat megtalalni, melyek kozosek. A
vizsgdlati eredményeket kés6bb nagy, sok érintett csalddtaggal rendelkezé csalddokban
validaltuk. A legnagyobb ilyen magyar csalad 10 érintett beteggel rendelkezett. Ezt kovetben
az érintettnek latrsz6 kromoszoma szakaszokat slrlibb SNP analizissel szikitettiink azt
vizsgdlva, hogy mely gén(ek)ben van a koz6s tulajdonsdg, és ezeket transzmisszids
disequilibrium analizisnek (TDT) vetettik ald. Ennek sordn a betegeket és szileiket (triokat)
vizsgdlva megallapitottuk, hogy van-e olyan allél, mely preferencialisan keril at a betegbe,
azaz van-e valamilyen haplotipussal kapcsolatban betegségi asszociacid, és ha volt, akkor mi
lehet ennek a funkciondlis mechanizmusa. Végil az azonositott allélek megoszlasat
vizsgdltuk coeliakids betegek és egészséges populdcidos kontrollok kozott. Az érdekes
génszakaszok keresésére automatikus SNP teszteléssel az Osszes kromoszdman random
fellelhet6 SNP-k meghatarozasat is lehet alkalmazni (genome-wide screening, GWA).

A kutatadsi id6 alatt 1540 egységes gyakorlat szerint diagnosztizalt coelidkids betegtdl
gyUjtottink mintat, koztik 218 (részben tobbes) érintett testvérpartdl és 232 triotdl, igy ez a
beteganyag jelenleg Eurdpa egyik legnagyobb ilyen tipusu mintakészlete. A normal magyar
népességet statisztikailag reprezentald populaciés kontrollokat (1067) Dr Adany Réza
(Debreceni Egyetem, Népegészségligyi Iskola) bocsatott rendelkezésiinkre a vizsgdlatokhoz.

A vizsgalatokban a Tamperei Egyetem 4dltal gydjtott finn mintak illetve esetenként mds
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mintakollekcidk is szerepeltek. Mivel az esetek egy részében a kapcsolddas (linkage) és az
asszociacio gyenge volt, jelentés volt a minél nagyobb esetszdm biztositdsa a megfelel6

vizsgalati power eléréséhez, melyet statisztikailag kalkulaltunk.

A magyar testvérparokban jelentés egyezést taldltunk (LOD score:3.76) a 19 kromoszoma
egy kordbban mar azonositott szakaszan a myosin IXb (MYOIX) gén mellett (30) és annak
egyik intronalis szakaszan. A gluten-szenzitivitas bértinetekkel jaré formajaban (dermatitis
herpetiformisban) nemcsak linkage-t, hanem asszociaciot is kimutattunk a minor alléllel,
tovabba az AGAA rizikd-haplotipus ezeknél a betegeknél a TDT elemzés szerint
preferencialisan oroklédott. A [X-es myosin egy ritka motoros protein, melynek a
transzcelluldris transzportban és a sejtmotilitdsban lehet szerepe, valamint feltételezik
szerepét a vékonybél barrier funkcidjaban is. Mivel ez a polimorfizmus nem valtoztatja meg a
fehérjét kodold szekvenciat, azt vizsgaltuk, hogy lehet-e szerepe az expresszid
szabdlyozasaban, de az eredmények ezt nem tdmogattak. A SNP felbontas finomitasa utéani
eredmények megerGsitik a 19p13 régid szerepét, de inkabb arra utalnak, hogy ezért esetleg
a myosin IXb kozelében |évé masik gén is felelGs lehet. Az értékelést nekeziti, hogy az azonos

haploblokkban Iévé tobbi gén 6roklédése eleve hasonlé.

Uj asszociaciot irtunk le a haptoglobin polimorfizmussal (26,28). 712 biopsiaval igazolt
coeliakias beteg és 384 egészséges kontroll vizsgalataval megallapitottuk, hogy a 2-1
geno/fenotipus esetén magasabb a kockazat coeliakia el6forduldsara (odds ratio 1.54,
p=0.0006). A haptoglobin polimorfizmus a betegség klinikai megjelenését is befolydsolja,
Osszefliggést mutattunk ki a prezentdcios tinetekkel. A haptoglobin elsédleges funkcidja a
hemoglobin eltakaritdsa a lebomld vorosvérsejtekbdl, de emellett jelent6s anti-
inflammatorikus és immunmoduldld hatdssal is rendelkezik. A 2-2 gyakoribb egyes mas
betegségekben, koztlik diabetes mellitusban. Coeliakidban a 2-2 genotipus ritkdbb, mint a
normal népességben, de azoknal a coeliakidsoknal, akik 2-2 tipusuak, a lefolyds sulyosabb,
gyakrabban fordul el6 sulyos malabsorptio. A 2-1 heterozygotasag viszont jelent8s
asszociaciot mutat a coeliakia megjelenésével, mely az enyhe tiinetekkel és silent formaban
megjelend coeliakidban is jellemzd. Erdekes, hogy miért jelenthet egy heterozygotasdg mas
kockazatot, mint a két komponensre vonatkozd homozygotasag. A haptoglobin 2 alegység
kombinancidjabdl jon létre. A béta lanc azonos, a polimorfizmust az alfa lanc részleges
duplikdciéja okozza. Ennek kovetkeztében az alfa2 két kotShellyel rendelkezik a béta lanc
szamdra. Az 1-1 genotipus esetén létrejov6 alfalbeta molekuldk kis dimereket képeznek.
Mivel az alfa2 két béta lanccal képes kapcsolddni, a 2-2 genotipusu személyeknél kiilonb6z6
méretl gylirs komplexek alakulnak ki. Mivel a 2-1 hetezygotdkndl alfal és alfa2 is
termel6dik, a komplexek bonyolult eldgazddd, de tonnyire linedris szerkezetet vesznek fel.

Ezeknek a molekuldknak a biolégiai tulajdonsagai eltérék. A haptoglobin el6segiti a T-helper
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1/2 tulsulyt, valamint a CD163n keresztiil IL-10 képzSdést indukal, mely gyulladascsokkentd
hatdsu. Ez a hatds kisebb a 2-2 fenotipus esetén, mely magyardzhatja az ebben csoportban
észlelt sulyosabb klinikai coeliakia manifesztaciot. A cikk megjelenését kovetben egy
fliggetlen USA kutatécsoport kimutatta, hogy a vékonybél permeabilitdsdban kulcsszerepet
jatszo és coeliakia kezdetén jelent6sen fokozddd expresszidju zonulin azonos a pre-
haptoglobin 2 molekuldval és igy a genetikai eredmény coeliakidra vonatkozé relevancidjat
aldtamasztotta (Tripathi et al, PNAS 2009;106:16799-804.)

JelentGs asszociacié és linkage igazolddott (39) a magyar betegeknél a 2q12 régidban lévs
interleukin 18 receptor asszocidlt protein (IL18RAP) tekintetében is (odds ratio 1.48,
p=0.0012). Funkcionalis vizsgalatok és western blot analizis fehérvérsejtekben a rs917997
helyen AA and AG rizikd alléleket hordozéknal egy rovidebb 37 kDa izoforma fokozott, a
teljes hosszu 70kDa korilt protein csokkent expresszidjat mutattak. Az IL18RAP a
vékonybélben immunhisztokémiailag is kimutathaté volt, de az egyes genotipusokkal
Osszefligg6 valtozast nem mutatott. Az eredményeket tovabb analizdlva és dsszehasonlitva
az egyéb orszagokban taldlt eredményekkel, az asszociacié a magyaroknal jelentGsebb volt,
mint mas orszagok coeliakias betegei kozott (kivéve a hollandokat). Az olasz és finn
betegcsoportokban 6nmagukban nem is lehetett az asszociaciot igazolni, ami arra hivja fel a
figyelmet, egyes orszagokban a genetikai hajlamosité tényez6k eltérést mutathatnak.
Masrészt az egyes eltérések kimutathatésagaban a mintaszam is szerepet jatszhat. Ez a
vizsgdlat 1638 coeliakids és 1385 kontroll beteggel tortént. Egy késSbbi genome-wide
screening soran (47) ahol 9451 coeliakias beteget és 16434 kontrollt vizsgaltunk, az

ILI8RAP locus nagyon szignifikdns asszocidciot mutatott (2.98x10-28). Ez megerdsiti az
IL18RAP jelentGségét, ez feltehetSleg az immunvialasz moduldlasa révén valésul meg.

Ebben a vizsgalatban is magas volt a magyar alcsoportban az elemszammal ardnyos

asszociacio.

A magyar testvérpdarok analizise alapjan a 19p13 szakasz utan a 5931-33 adta a legmagasabb
linkage értékeket (37), ezért ezt a szakaszt részletesebben is megvizsgaltuk 374 magyar és
277 finn caladban. Az 5q szakaszokkal kordbban olasz, skandinav és ir betegekben is taldltak
Osszefliggést. Sirlbb eloszldasu, 56 microsatellite és SNP marker alkalmazasaval az
asszociacio tovabbra is jelentds maradt és észlelhetd volt nemcsak a testvérekben, hanem
multiplexen érintett csalddokban is, de mas génekkel kapcsolédott a fiinnekben (FGF1,
STK32A, SLC36A2) mint a magyarokban (IL3 és TGFBI). Az 5g 31-33 régié szamos
immunreakciéval kapcsolatos gént tartalmaz és mas tanulmanyokban asszocidciét mutatott
mas olyan gyulladdsos és immunolégiai betegségekkel, mint a Crohn betegség, psoriasis, 1-

es tipusu diabetes mellitus és asthma, de egyikben sem sikeriilt ezt egyedi génekhez kotni.
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Erre arra hivja fel a figyelmet, hogy a gyulladasos reakciéra valé fokozott hajlam mindegyik
szempontjabol fontos lehet, de az adottsag betegenként eltérhet.

Tovabbi kiegészité vizsgalatokban (40,44, 45,52) is nagyszamu magyar beteget és érintett
csaladot vizsgaltunk (>400 csaldd), de a 2933 regidban, ahol tovabbi antigénprezentacidban
immunoldgiailag fontos gének (ICOS, CTLA) voltak a finn populdcidban, a magyaroknal nem
volt semmilyen asszociacié. A 6g21-22 regioban is sokkal szerényebb eltérések mutatkoztak,
mint a finneknél vagy a hollandokndl, akiknél szdmos Uj gén-asszocidciét mutattunk ki
(HACE1, PREP, GJA1, CX43, RWDD1). Az 1L23 ugyan 0Osszefliggott a coeliakia kialakulasaval,
de nem a magyar népességben, az Fcgamma receptorral pedig egyik vizsgalt orszagban
(Svédorszag, Finnorszag, Magyarorszag, Olaszorszdg) sem volt kapcsolat. Vizsgaltuk még a

calreticulin gént, de nem volt eltérés.

Mivel felteheté volt, hogy egyes finomabb hajlamositd gének identifikaldsara a nagy
esetszamok ellenére nincs megfelel6 statisztikai power az egyes nemzeti
mintakollekcidékban, Ujabb coeliakia gének felismeréséhez nemzetkozi kollaboraciéban még
egy, a sorrendben harmadik coeliakiara irdnyuld nagyvolumen(i genome-wide screeningre
(GWA) is sor keriilt (47); ebben el6szor vettek részt magyar betegek is. A vizsgalatban
Osszesen 25885 személy mintdja (9451 igazolt coeliakids beteg, kdztiik 965 magyar és 16464
kontroll, koztiik 1067 magyar) szerepelt. lllumina 670-QuadCustom_v1és Golden Gate
nagykapacitasu automatizalt tesztrendszerrel el6bb 292.387, majd uUjabb 231.362 random
SNP markert vizsgaltak az autoszomalis kromoszémakon és az X kromoszomdn, a betegek
mintegy felében. A legmagasabb taldlati aranyt jelz6 113 megfelel6en m(ik6dé SNP-t
tesztelték tovabb a tobbi betegen mint verifikdcids csoportokban. A magyarokat a
verifikacidés csoportban haszndltak fel. A 3. GWA eredménye megerGsitette a HLA-DQ
szerepét és 13 korabban mar leirt locus/gécsoport jelentéségét (RGS1, REL/AHS, IL18RAP,
ITGA4, CTLA/ICOS, CCR3/CCR1,2,5,9, IL12A, LPP, IL2/IL21, TNFAIP3, TAGAP, SH2B3, PTPN2).
Mindezek mellett 13 (j, jelent&sen signifikdns génasszociaciot talaltunk az alabbi génekben:
TNFRSF14/MMEL1, RUNX3, PLEK, CCR4, CD80, KTELC1, BACH2/MAP3K7, PTPRK, THEMIS,
ZMIZ1, ICOSLG, ETS1, CIITA/SOCS1/CLEC16A. Ezen kozul a magyaroknal a BACH2 locus adta
a legmagasabb asszociacids értéket. Az Ujonnan felismert hajlamosité gének jelent6s része
az immunrendszer miikodését illetve a T lymphocytdk érési folyamatait befolydsolja. Ezek
kozil kiemelked6en fontosnak latszik a coeliakia szempontjabél a THEMIS és a RUNX. Mas
polymorphismusok a virus DNS-ek felismerését végz6 toll-like receptorok mikodését (TLR7
és TLR8), a T- és B Imyphocytak kooperaciéjat (TNFRSF14, CD80, ICOSLG) illetve cytokineket
(CCRA4) érintik.

5.6.3. A coeliakia szuszceptibilitas modellje
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Az eredmények alapjan a coeliakia genetikai hattere a kovetkez6kben OsszegezhetS: A
genetkai hattér nagy valdszinlséggel poligénes. A populdcidoban jelent6s szamu variacio
fordul el6 az immunrendszer mikodését kodold és a bélrendszert permeabilitdsat
szabdlyozd génekben. Ezek hajlamositd alléljeinek egylttes jelenléte esetén nagyobb az
esély arra, hogy a gliadin behatolasa (MYOIXb) illetve feldolgozasa (THEMIS, RUNX) koros,
vagy a szokasosnal nagyobb immunreakcioval jar (1L2/I1L21, IL18RAP, CCR, TNF és haptoglobin
variaciék). Amennyiben az ilyen egyedek HLA-DQ2-t vagy DQ8-t is hordoznak, lehet6ség van
a gliadin koros felismerésére és az autoimmun reakcié meginduldsara, melyben virusok (TLR
aktivalédas), vagy mds kornyezeti tényez6k is szerepet jatszhatnak. A nagyszamu
polymorphismus magyarazhatja a coeliakiat kiséré klinikai tlinetek sokszinliségét, melyek az
életveszélyes malabsorptiotdl a tlinetmentes allapotig terjedhetnek, és el6fordulhat szdmos
kiilonb6z6 egyéb szervrendszer érintettsége is. A genetikai markerek korreldciojat a klinikai
kimenetellel a 2007-ban indult coeliakia prevencids vizsgdlatban szliletéstsl kovetett 1344
eurdpai (186 magyar) gyermekben is vizsgaltuk, ahol hasonlé eredményt kaptunk. A kozlés
késbébb varhaté a PREVENTCD EU projektben.

5.7. A coeliakia uj diagnosztikus kritériumainak vizsgalata (50, 53,55, 57)

Mivel a genetikai vizsgalatok a coeliakidért kozvetlenil felel6s gének helyett inkdbb
populacids varidcidokat mutattak, vizsgaltuk, hogy a magas szérum anti-TG2 antitest értékek
milyen valdszinlséggel jelzik a vékonybélben fennalld kdrosodast és hasznosithatdk-e mint
egy diagnosztikus kritériumrendszer részei. 304 gluten-érzékeny és 131 kontroll beteg
szérum anti-IgA és IgG szintjét kvantitativen elemezve azt taladltuk, hogy a normail felsé
hatdrat 10x meghaladd IgA és 5x meghaladé IgG anti-TG2 egyilittes jelenléte esetén 99%-ban
megjésolhatd a boholyatréfia fennalldsa. Ezek az eredmények a feln6tteknél tapasztalt
hasonld eredményekkel 6sszhangban vannak. Metaanalizissel értékeltik a kiilonféle antitest
kimutatasi eljarasokat és az adddott, hogy még napjainkban is az EMA kimutatdsi reakcio a
legmegbizhatdbb (specificitas 98.2%). A magas anti-TG2 szintek jé prediktiv értékliek, de
alacsony anti-TG2 mas betegségekben is el6fordulhat. Az Eurdpai
Gyermekgasztroenteroldgiai, Hepatoldgiai és Taplalkozastudomanyi Tarsasdg (ESPGHAN)
2011 végén Uj diagnosztikus kritériumokat javasolt. A coeliakiat ezzel egyidejlileg a
hagyomanyos enteropatia helyett ugy definidlta, hogy az a gluten hatdsara immunoldgiailag
fogékony egyéneknél autoimmun jelleggel |étrejové korallapot, mely a gluten-dependens
klinikai tlinetek, anti-TG2 antitestek, jellemzé HLA-DQ allélek és enteropatia kombinacidja.
Ez lehetGvé teszi, hogy enyhébb eltérések esetén is kimondhatd legyen a coeliakia
diagndzisa, ha a betegségre jellemzd eltérésekbdl tiilbb més is jelen van. Ezt a megkdzelitést
kihasznalva egy pontrendszert fejlesztettlink ki (SAGE=Symptom-Antibody-Genetics-
Endoscopy/histology score) az alapvetd eltérések sulyozott pontozasaval. A SAGE score 4

vagy afolotti értéke retrospektiv és prospektiv vizsgalatokban is jél egyezett a szbvettani
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eredményekre épitett hagyomanyos coeliakia diagndzissal (specificitas 99.9% 3782 coeliakias
és 1062 nem coeliakids beteg adatai alapjan). Az Uj ESPGHAN javaslat magas anti-TG2
szinteknél, ha azok EMA vizsgalattal is megerGsithatdk és jelen van a HLA-DQ2 vagy DQS8 és
coeliakiara utald klinikai tinetek is, engedélyezi a coeliakia diagndzisidnak véglegesitését
vékonybél szovettani vizsgalat nélkiil is. A magas antitest szintek megallapitdsara
Osszehasonlitottuk a NEQAS minGségbiztositdsi rendszerben klinikai laboratériumokban
keletkez6 adatokat. Bar a tesztek kiilonboz6sége miatt az eredmények heterogének voltak, a

magas (>10xULN feletti eredmények) biztonsagosan magas értéknek latszanak.

6. Uj megallapitasok

=

Munkatarsaimmal igazoltuk, hogy a coeliakidban észlelhet6 endomysium, reticulin és
jejundlis antitestek kizardélagos antigénje és kozo6s antigénje a 2-es tipusu
transzglutaminaz enzim.

2. lgazoltuk, hogy a gluten ataxia immunoldgiailag a coeliakia formakorbe tartozé betegség,
k6z0s autoantitest jellemz&ik alapjan.

3. Els6ként irtuk le, hogy a coeliakia emésztGrendszeren kivili tiinetei esetén az érintett
szervekben gluten-dependens autoantitest lerakddds taldlhatd, els6ként észleltiink
coeliakia antitesteket a szivizomban.

4. ElsGként igazoltuk, hogy a coeliakia antitestek lerakdédasa megel6zi latens betegekben a
boholykarosodas kialakulasat.

5. Azonositottuk a coeliakids transzglutaminaz-ellenes antitestek jellemzé kotédési
epitopjat.

6. Kimutattuk, hogy a coeliakia antitestek szoveti kot6dése és in vitro angiogenezist gatlo
hatdsa ezen f6 epitdp kozvetitésével valosul meg.

7. Kimutattuk, hogy a coeliakidban illetve egyéb betegségekben szenved6k
transzglutamindaz-ellenes antitestjei kiilonb6z6 epitdpokhoz kot6dnek.

8. Els6ként talaltunk specifikus kompetitor antitestet, mely a coeliakias antitestek szoveti
kot6dését és hatdsait gatolja.

9. Els6ként ismertik fel a gliadin peptidek és a 2-es tipusu transzglutamindz felszinének
hasonldsagat és igazoltuk kisérletes antitest reakcidkkal.

10. Els6ként alkalmaztam a beteg sajat transzglutamindz antigénjét az antitestek
diagnosztikus kimutatdsara.

11. A coeliakia antitestek kimutatdsara alkalmas gyorstesztet fejlesztettem ki, mely
szabadalmaztatasra és kereskedelmi forgalmazasra keriilt.

12. Munkatarsaimmal els6ként végeztiink coeliakia sz(irést IgA hianyos véraddkban és 10%-

os el6fordulast talaltunk.

13. Els6ként végeztiink coeliakia népességszirést helyszini gyorsteszt alkalmazasaval.
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14. Els6ként végeztiink coeliakia népességszirést Magyarorszagon és megallapitottuk, hogy
6 éves korban az el6fordulas 1.4%.

15. Els6ként végeztiink coeliakia népessségszlirést laikus értékelGkkel (védSndék).

16. Az antitest meghatarozasok technikai javitasdval hozzajarultunk az Uj eurdpai, noninvaziv
coeliakia diagnozist lehet6vé tevé irdnyelvek kialakitasdhoz.

17. Kimutattuk, hogy a coeliakids antitestek kot6désekor a transzglutaminaz aktivitds
fokozadik.

18. Kimutattuk, hogy a sejtkultirdban a coeliakids antitestek hatdsara a RhoA anyagcsere
utvonal aktivalodik.

19. Els6ként irtunk le klinikai és immunoldgiai jelenségeket anyabdl az Gjszulottbe kerilé
passziv antitest transzfer kapcsan.

20. Els6ként mutattuk ki a placentdba lerakddott anyai antitesteket coeliakiaban.

21. Uj, coeliakiara hajlamosité genetikai eltéréseket irtunk le és Uj, a betegséggel 6sszefiiggd
géneket ismertink fel (haptoglobin, THEMIS, RUNX3, TNFRSF14, MMEL1, PLEK, CCR4,
CD80, KTELCI, BACH2, MAP3K7, PTPRK, ZMIZ1, ETS1, CIITA, SOCS1, CLEC16A, ICOSLG).

22. Kifejlesztettiik az elsé coeliakia diagnosztikus pontrendszert (SAGE).

7. Az eredmények gyakorlati hasznositasa
6.1. A transzglutaminaz antitestek kimutatdsa és 6sszehasonlitasa

A coeliakia a hagyomdanyos tankdnyvekben enteropatiaként szerepel, a szovettani eltérések
azonban nem specifikusak, olyan gyulladasos vagy infektiv kdrképekben, mint
virusfert6zések, nutritiv allergia, autoimmun folyamatok is el6fordulnak. A coeliakia
megkiilonboztets jegye egy szabdlyos, lényegében mindig tarsulé humordlis immunvalasz a
TG2 fehérje ellen. Vizsgdlatainkkal igazoltuk, hogy az endomysium, reticulin, jejunalis és
transzglutaminaz antitest elnevezések ugyanazt az egy gluten-dependens, bioldgiailag aktiv
antitestet jelolik, melyet kiilonb6z6képpen is kimutathatunk. Mindegyik kimutatasnak
vannak el6nyei: az EMA, ARA, JEA vizsgalati rendszerek a természetes TG2 enzim antigént
tartalmazzdk a szoveti kdrnyezetben, igy human szovet esetén nagyon specifikusak és
tulajdonképpen olyan antigént ajanlanak fel, mint amilyennel az autoantitest in vivo
taldlkozik. A tisztitott rekombindns TG2 enzim viszont kdnnyebben kezelhetd, egyszerlbb
technikai feltételekkel is megvaldsithatdé a mérés, és lehet6ség van automatizaldsra is. A
problémat a mesterségesen termelt TG2 fehérjék térszerkezeti és stabilitdsi problémai
okozhatjak, mivel a specifikus és szenzitiv kot6dés csak megfelel6 haromdimenzids
konformaciondl jon létre. Az antitestkot6dési tulajdonsagokat javitani tudtuk, ha nem
kozvetlenil, hanem egy masik fehérje vagy antitest segitségével, egy megfelel6en orientalt

helyzetben, valamely természetes kot6helyénél fogva rogzitettik a TG2 antigént a lemezre.
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A TG2-alapu diagnosztikus ELISA eljardsok tovabbfejlesztése jelent6s szamu Uj beteg
felismerését tette lehet6vé, mivel a coeliakia szerodiagnosztikdja a kordbbiaknal nagyobb
méretekben, szélesebb korben, kisebb laboratoriumokban is elérhetévé valt. A kit-ek
sokfélesége az antitestek diagnosztikus kritériumként vald alkalmazdsat megneheziti, és
ezért az ESPGHAN irdnyelvekben a genetikai vizsgdlatoknak és az EMA alkalmazasdnak
jelent6s szerepe marad, s6t az alacsony anti-TG2 szintek esetén tovabbra is sziikséges a
szovettani vizsgalat elvégzése is. A cél a szokvanyos anti-TG2 ELISA eljarasok specificitasanak
fokozdsa és az antigén min&ségének mérése lenne. Ennek j6 eszkdze lehet a coeliakias TG2
epitopra specifikus MADb885, mely lehet6séget adna a kilonbozé klinikai  kit-ek
standardizaldsdra is. Masrészrél az altalunk alkalmazott gyors antitest kimutatds a beteg
sajat TG2 antigénjének haszndlatdval igyekszik az EMA el6nyeit az anti-TG2 mérések
egyszerliségével 6tvozni. A beteg ujjbegy mintdjabdl szdarmazo, friss, j6 konformdcioju
természetes vorosvérsejt TG2 antigénnel az antitest folyadékfazisban reagal és a komplexet
egy természetes szovetkornyezethez hasonlé kot6szoveti fehérjekomplex (gelatin) koti a
teszt felszinéhez, mely az EMA eljardsra hasonlit. Az antitestet barki lathatja, és ezt az
informacidt azonnal felhasznalhatja. Mivel magaban a kit-ben nincsenek hére vagy tarolasi
kortilményekre érzékeny komponensek, a betegbll szarmazé TG2 antigénnel trépusi
kortilmények kozott vagy specializadlt laboratériumoktdl tavol is fel lehet ismerni az
antitesteket. A gyorsteszt hasznosnak bizonyult a klinikai esetfelismerésben és a
szlrbvizsgalatok gyors kivitelezésében, mely a kisz(irt betegek tovabbi vizsgdlatainak
hatékonysagdt fokozza. A coeliakia gyorsteszt segitségével az eredmények nemcsak
gyorsabban allnak a vizsgald orvos rendelkezésére, hanem a sz(rdé jellegl els6 vizsgalat nem
orvos egészségligyi személyzet vagy maga a beteg altal otthon is elvégezhetd. Az ujjbegybdl
végezhetd teszt kisebb megterheléssel alkalmazhaté kisgyermekeknél, mint a hagyomanyos,
vénabdl torténd vérvétel a savdvizsgdlatokra. A gyorsteszttel végzett ellenGrzés, és a koros
eredmény alapjan végzett intervencié és diétas tandcsadds javitja a diétds fegyelmet és
betegek kezeltségi allapotat. Fontos hangsélyozni, hogy a gyorsteszt 6nmagéban nem ad

végleges diagndzist, tajékoztatd jellegl a tovabbi klinikai dontésekhez.

Az IgA hidnyos személyeknél az IgG TG2 antitestek hasonldan viselkedtek, mint normal IgA
szint esetén az IgA TG2 antitestek, és klinikai jelent&ségik is azonos volt, ezért
alkalmazasukkal a diagnosztikus folyamatnak sem kell kiilénboznie. Az 1gG anti-TG2 antitest
mérése elsé vonalbeli neminvaziv vizsgalatként alkalmazhato, és negativitdsa esetén nem
kell rutinszerlen vékonybélbiopsziat végezni IgA hidnyos betegeknél sem. A deamidalt
peptidek elleni antitesteknél viszont normal szérum IgA szint esetén is az IgG anti-DGP

eredmények érzékenyebbek és specifikusabbak.

22



dc_308_11

A szérumbol torténé antitestvizsgdlatokat kiegészitik a vékonybélbél vagy mas szervekbdl
végezhetd antitestvizsgalatok, melyek kozvetlenlil a szovetekhez kotott antitesteket
mutatjak ki. F6ként akkor adhatnak tovabbi informaciét, ha a szérum antitestek negativak,
de van boholyatréfia a vékonybélben, vagy a beteg szeropozitiv, de a vékonybélszerkezetben
nincs boholykdrosodas. A vékonybélen kiviili szervek érintettségének igazoladsara és

ismeretlen eredetl szervi lézidk kivizsgalasaban is hasznosnak bizonyult ez az eljaras.

6.2. A transzglutaminaz coeliakia epitépja

Molekuldris modellezéssel és helyspecifikus mutagenesis segitségével azonositottunk egy
coeliakia-specifikus kotGhelyet, mely konformaciés és 3 domén részvételével alakul ki.
Kompeticios kisérletekkel kimutattuk, hogy a kiilonb6z6 betegek antitestjei ugyanahhoz a f6
coeliakias epitdphoz kot6dnek, és hogy ennek dominancidja évtizedeken at tartd aktiv
betegség soran is megmarad. Ez azt jelenti, hogy az anti-TG2 antitestek képzddése szabalyos,
adott felszin ellen irdnyul. Kisérleteinkkel tovabbd igazolni tudtuk, hogy a korai latens
fazisban |év6 betegek antitestjeinek epitdépja is ugyanaz, viszont mas autoimmun
betegségekben termel6d6 anti-TG2 antitesteknél ez a jellegzetes epitépkot6dési mintazat
nincs meg. Ezeknek az eredményeknek diagnosztikus jelent6sége van. Vad TG2 fehérjével és
a relevans mutansokkal végzett ELISA alapjan ugyanis elkiilonithet6k a valdodi coelidkiaval
kapcsolatos antitestreakcidok az egyéb, nem specifikus antitestektél. F6ként felnGtteknél és
majbetegségek esetén gyakoriak a nem coeliakia eredet(i anti-TG2 antitestek, melyek
diagnosztikus nehézséget okozhatnak. Ezeknél a betegeknél nincs tarsuld boholyatréfia és
altaldban az EMA vizsgalati eredmény sem pozitiv. Az jellegzetes epitdpspecifitas
kimutatasanak az a konzekvenidja, hogy a jellegzetes mintdzat esetén mas autoimmun

betegségek jelenléte ellenére is tovabbi kivizsgalas, szovettani vizsgalat indokolt.

6.3. A coeliakias antitestek keletkezése és bioldgiai hatasai

A monoklondlis nem coeliakia eredetl anti-TG2 antitestek és a deamidalt gliadin peptidek
kozotti, tobbféle kompeticids vizsgdlattal és coelidkias tisztitott pdaciens antitestekkel is
aldtamaszthatd felszini hasonldsdg elgondolkoztatd, a betegség patomechanizmusdban
molekularis mimikri szerepét jelzi. Ha a B-sejt specifitdsa megfelel a coeliakia epitdpnak,
akkor az annak mimotoépjaként haté gliadin peptid a B-sejt felszini immunglobulinjaba
kozvetlendl is belekdtédhet és nem csak a haptén (TG2) részen keresztil keril felvételre.
Emiatt a bekebelezési és prezentdlasi folyamat effektivitdsa megn6het és az ilyen B-sejt

preferencialis T-helper szignalokat kaphat a gliadinra specifikus T-sejtektdl.

A coeliakids vékonybélben az anti-TG2 antitestek az érstrukturak extracellularis felszinén

lévé TG2 fehérjéhez kotddnek, igy mind a bélbolyhok vérellatdsat, mind boholyvazat
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merevit6 mikodését zavarhatjdk. Ennek tovabbi vizsgalata adatokat szolgaltathat a
boholykarosodas kialakulasanak pontos mechanizmusardl. Vizsgalataink szerint az antitestek
hatdsara a TG2 aktivitds és a Rho A aktivitas és fokozdédik. A genetikai vizsgalatok soran
feltart polimorfizmusok is segithetnek azokat a fehérjéket megtaldlni, melyek az antitestek
hatdsara a normaltdl eltérGen viselkedhetnek. Az integrin alfa-4 (ITGA4) és lipoma-preferred
partner (Lpp) protein a sejtek adhézidjaban és motilitdsaban jatszanak szerepet, a myosin IX
pedig egy motoros fehérje mely a sejten beliil egyes molekuldk és vezikuldk transzportjaban
vesz részt, melyet tobbet kozott a Rho fehérjék is befolydsolnak. A sejtes kisérletekben a
motilitasi és adhézids funkcidknak a valtozasat észleltik a coeliakias antitestek jelenlétében,
igy ezeknek az anyagcserefolymatoknak a tovabbi vizsgalatat tervezzik a csaladi rizikéval
sziletett gyermekek koldokzsindrjabdl preparalt sejteken. Az anyai coeliakids antitestek
passziv atjutdsakor az Ujsziulottekben észlelt tiinetek és jelenségek felhivjak a figyelmet arra,

hogy ezekre a gyermekekre a sziilés korili id6ben tobb gondot kell forditani.

6.4. Az antitestvizsgalatok szerepe a coeliakia Uj diagnosztikus kritériumainak
alkalmazasaban

Az antitest vizsgalati eredmények felhasznalhatdk a coeliakia diagnosztika egyszer(sitésére,
mivel a magas IgA és IgG anti-TG2 szintek esetén igen nagy annak az esélye, hogy a
vékonybélben boholyatréfia mar kialakult. A boholyszerkezet egy darabig megtartott lehet,
ha a szérum antitest szintek nem magasak, de ezekben az esetekben is célszer(i a mintat
tovabb metszeni, esetleg orientacidjan javitani, mely az ilyen esetek 22%-aban a patoldgiai
vizsgdlat kiterjesztése vagy a minta reorientalds utdni Ujrametszése olyan koéros terileteket
tart fel, melyek a kezelés megkezdését indokoltdk. A nehezen véleményezhetd betegek és a
csaladtagok vizsgalatanal célszerd figyelembe venni a vékonybélben megkot6dott antitestek

pozitivitasat is, mivel pozivitds megitélését a nem kedvezé metszési sik nem zavarija.

Az egyes diagnoszikus kategd magyar coeliakias betegek adatainak értékelésével 6sszedllitott
Symptom-Antibody-Genetics-Endoscopy/histology (SAGE) score Gsszeg 4 vagy afeletti értéke
j0 egyezést adott mind retrospektiv, mind prospektiven értékelt betegcsoporton. A
pontrendszer azoknal is tObbségében elérte a 4 pontot, akiknek kezdetben nem volt
boholyatréfidja, de az a kovetés koran kialakult. Ilyen pontrendszerek hasznalata
megkonnyitheti az Uj diagnosztikus kritériumok gyakorlati alkalmazasat. A pontrendszer
kialakitdsaban szerepl6 tételek koziil hidanyzik még a HLA-DQ meghatdrozasnal nagyobb
pozitiv prediktiv érték(i genetikai eredmény. A kutatdsok azonban a késébbiekben
taldlhatnak ilyen eltéréseket vagy hajlamosité tényez6ket, melyek a pontrendszerbe késébb

beilleszhet6k.
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Korponay-Szabd lima Rita tudomanyos és oktatasi munkassaganak 6sszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztdly (2012.03.07.)

Ko6zlemény tipusok Szama Hivatkozasok
Osszesen Részletezve | Fiiggetlen Osszes
I. Tudomanyos folyoiratcikk 85
teljes cikk, nemzetkozi folydiratban - 61 1220 1616
teljes cikk, hazai idegen nyelvi folydiratban --- 0 0 0
teljes cikk, hazai magyar nyelv( folyéiratban - 23 1 2
cikk, tudomanyos levélként - 0 0 0
Il. Kényvek 0 --- --- ---
a) Szakkényv 0 --- --- ---
Szakkonyv, kézikényv, idegen nyelv( -
Szakkonyv, kézikbnyv, magyar nyelvi ---
Tankonyv - 0 0 0
b) Szerkesztett konyv 0 --- --- ---
Szerkesztett kdnyv, idegen nyelv( --- 0 - -
Szerkesztett kdnyv, magyar nyelvi - 0 - -
Szerkesztett tankdnyv --- --- ---
lll. Konyvfejezet 3 --- --- ---
Konyvfejezet, idegen nyelv( --- 0 0
Kényvfejezet, magyar nyelvd - 0 0
Tankdnyvekbe irt fejezetek - 0 0
IV. Proceedings” 0 0 0
V. Multicentrikus vizsgalat 0
a) Szerzé - 1 82 103
b) Szereplé - 0 --- ---
Oktatasi kozlemények 6sszesen (l1-111) --- 1 0 0
Tudomanyos kézlemények dsszesen (I-V.) 88 - 1303 1721
VI. Egyéb tudomanyos 8 - - -
Egyéb tudomanyos muvek, ide értve a nem teljes
folydiratcikkeket és a nem ismert lektordltsagu
folydiratokban megjelent teljes folydiratcikkeket is --- 8 0 0
SzerkesztGségi levelezés, hozzaszélasok, valaszok - 0 0 0
VII. Absztrakt 77 - 1 3
Osszesitett impakt faktor 239,86
Idézettség szama 1304 1724
Hirsch index 20
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Specialis tudomanymetriai adatok
Adat
ElsG szerzGs folydiratcikkek szdma (az 6sszes %-ban) 29 (34%)
Utolsd szerzGs tudomanyos cikkek szdma (az 6sszes %-ban) 12 (14,12%)
Els6 és utolsd szerzGségl folyodiratcikkek impakt faktorai 85,03
Az utolsé tudomanyos fokozat (Kandidatus) elnyerése utani
(1998 - ) tudomanyos folydiratcikkek 6sszegzett impakt
faktora és szama (zaréjelben) 238,56 (77)
Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek
szama 23
Az utols6 10 év (2002-2012) tudomanyos teljes, lektoralt
folydiratcikkeinek szama 71
Osszesitett impakt faktora 224,28
hivatkozdsok szama 1092
A legmagasabb idézettség(i kozlemény idézettsége (az Gsszes
idézettség szazalékdban 454 (26,33%)
Folyodiratcikkek,15-nél tobb szerzével (nem multicentrikus) 11

Megjegyzések:
Az MTMT nem tudja szolgaltatni a kérelmezének kizarélag kiilféldi intézménybdl publikalt folydiratcikkeinek szamat, 6sszesitett

impakt faktorat és fliggetlen hivatkozdsainak szdmat, valamint az ilyen kézlemények elsé és utolsé szerz6re vonatkozd
impaktfaktor 6sszeget. Ezeket az adatokat a palyazénak kell 6sszegyiijtenie és feltoltenie a Doktori Tanacs elektronikus
rendszerébe.



