Vdalasz dr Lonovics Janosnak

K6sz6ndom dr Lonovics Janosnak, hogy értekezésem birdlatat elvallalta, valamint nagyon
k6sz6nom elismer6 szavait és pozitiv értékelését.
A feltett 4 kérdésre az aldbbiakban valaszolok:

1. kérdés: A definitiv széveti kdrosodds (boholyatrofia) létrejottében a jel6lt dltal is feltart
humoralis vagy a cellularis immunmechanizmus szerepe a déntébb patogenetikai tényezd, ha
egydltalan ilyen distinkcio teheté?

A crypta hyperplasiaval jaré boholyatrofia a bél olyan altaldnos patolégias reakcidja a felszint
karosité noxakra, mely gyulladasos folyamatokra vagy ischaemids allapotokra jellemzé.
Ismeretes, hogy a magzati életben a vastagbélben is hasonld bolyhok vannak, és a lapos felszin a
bakteridlis kolonizacid utan alakul ki. A coeliakidhoz felt(in6en hasonld boholyatrdéfia
Iétrehozhato allatokban rotavirus fert6zéssel vagy gyulladaskelt6kkel, de 6nmagdban CD4+
aktivalt gliadin-specifikus T limfocitakkal nem. Ez arra utal, hogy kialakuldsaban a gyulladasos
komponens fontosabb szerepet jatszhat. Mivel a graft versus host reakcidban is megfigyelhetd
boholyatrdfia, kezdetben az a nézet terjedt el, hogy coeliakidban a boholyatréfia kizardlag az
adaptiv, T-sejtes immunvalasz altal generalt gyulladas kovetkezménye. Ezt latszott aldtdmasztani
a magas intraepithelidlis limfocita szam és egy olyan esetkozlés 1981-ben (Webster AD és mtsai,
Gut 1981;22:153-7), mely coeliakiat ir le egy agammaglobulinaemias betegnél. Errél a betegrdl
azonban kés6bb kimutattak, hogy allapota mégsem glutendependens volt. Az intraepithelialis
limfocitdkat ma mar a velesziletetett immunitas részének tartjak, valamint ugyancsak a
velesziletett immunreakciobdl szarmazd magas interleukin 15 szint biztositasaval lehetett az
allatkisérletekben kozepes vagy sulyosabb boholykarosodast provokalni gliadin-specifikus
immunreakcio utan.

Ezért gy tlinik, hogy a sejtes immunvalasz 6nmagaban nem hozza létre a boholyatrofiat, viszont
a transzglutaminaz elleni antitestek kialakuldsa feltételezi az el6zetes helper T-sejtes miikodést,
igy az antitestek 6nallé hatdsanak in vivo vizsgalata nehéz. Az anyai antitestek passziv transzfere
esetén az Ujszulottben hasmenést és majkarosodast észleltiink, de sajnos nem volt lehetdséglink
biopszids mintavételre és a boholyatréfia bizonyitdsara. Ugyancsak aranylag szerény
boholykarosodas alakult ki nude egerekben a coeliakias antitestek 8 illetve 28 napig torténd
adasa utan. Meg kell azonban jegyezni, hogy az Ujszil6ttbe csak az anyai IgG antitestek keriiltek
at, mig a coeliakias vékonybélben IgA antitestek, IgA hidnyos betegekben pedig IgM antitestek
rakddnak le (Borrelli M és mtsai, Clin Exp Immunol. 2010;160:199-206). Az athymikus (nude)
egerekkel végzett kisérletek is coeliakias 1gG-vel torténtek, mivel a beadott IgA az egerek
hidnyzé IgA receptora folytan nem kerilt a szisztémas keringésbe.

A coeliakia autoantitestek in vitro csokkentik az endothel sejtek migracidjat és az értubulusok
képzddését. Coeliakidban az autoantitestek az erek mentén rakédnak le és a boholyatréfia
fennallasa idején a vékonybél nydlkahartya érszerkezete sulyosan atépiilt és csékevényes, mely
vérellatdsi zavarral jarhat. Pancreasfej mitéteknél, ahol a duodenum vérellatasat fél-egy érara
lefogjak, a coeliakidhoz hasonld boholyatréfia, gyulladds és crypta megnyulds, ennél hosszabb
vérellatdsi zavar esetén sulyos necrosis alakul ki. Ezek az adatok arra utalnak, hogy coeliakia
esetén egy limitalt ischaemias tényezd is fennallhat, mely a T-sejtes reakcéhoz csatlakozva



jelent6s karosodast okozhat. Az antitestek oki szerepét tamogatjik azok az Ujabb
megfigyeléseink, hogy 1-2 hetes glutenexpozicié utan, amikor az antitest lerakddas még foltos, a
tobb antitestet tartalmazd bolyhok kdrosodnak és elimindlédnak, és a transzglutaminazban
szegény mélyebb teriilet szélesedik ki. Mindezek alapjan ugy gondolom, hogy az antitestek
hatdsa a boholyatrophia kialakuldsaban legalabb annyira jelentds, mint a T-sejtes reakcid.

Az egerekkel végzett kisérletek 6sszességében elégtelen modellt jelenté eredményei felvetik azt
a lehetGséget is, hogy a coeliakidra prediszpondald genetikai adottsagok is elGsegithetik a tipikus
boholykarosodas kialakulasat. A coeliakias betegek koldokzsindrjabadl izolalt endotél sejtek
ugyanis sériilékenyebbek és nehezebben tenyésztheték, mint a normal egyedekbdl szarmazé
sejtek.

Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy a T-sejtes reakcio inkdbb trigger szerepet tolt be, mely a
velesziletett immunitassal generdlt gyulladas és az antitestek effektor mikodésével erGsitve
hozza létre a boholyatréfiat egy feltehet6en genetikailag is prediszponalt személyben.

2. kérdés: Ha a kalcium in vivo kériilmények kézétt is kulcsszerepet jatszik az enzimaktivitasért
felelés konformdciovdltozdsban, van-e adat arra, hogy a szignalizdciohoz sziikséges kalcium
forrdsa az extracellularis térbél vagy az intracellularis raktarakbdl szarmazik?

A TG2 antigén in vitro mar alacsony koncentracidju kdlcium (3-4 uM) jelenlétében felveheti a
transzamiddlé enzimmdkodéshez szikséges konformaciot és vizsgalatainkbdl ugy tlnik, hogy ezt
kovet6en a megkotott kalcium mar késébb sem tavolithatd el réla (Kirdly és mtsai FEBS J. 2009;
276:7083-96). Az extracellularis térben a kdlcium koncentracio elegend6en magas ahhoz, hogy
az enzim kalcium-kotott formdban legyen jelen. Az adatok azonban ellentmonddk, hogy ilyenkor
tényleg automatikusan felveszi-e az un. nyitott alakzatot is, vagy az csak a szubsztrat megkotése
folytan id6legesen alakul ki. Egyes in vivo vizsgdlatokkal azt talaltdk, hogy az extracellularis
térben nyitott konformacidju enzim csak gyulladas hatasara képzédik (Siegel PLoS One.
2008;3(3):e1861). Az intracellularis térben G proteinként miikoédd transzglutaminaz
magnéziumot hasznal kofaktorként, és fGleg a szivben zajlé adrenerg folyamatok medialdsa
soran jatszik szerepet. A GTP/GDP megkotése negativan befolydsolja az enzim kalcium kotését
is. A transzglutamindz keresztkoté enzimmikodése a hagyomanyos elképzelés szerint az
intracelluldris térben, legaldbbis a citoplazmaban, normal kérilmények kézott gatolt allapotban
van a magas GDP és alacsony kalcium koncentracié miatt (Smethurst és Griffin, Biochem J.
1996;313,803-808). Cellularis stressz folyamatok (hypoxia, glukdz hidny, UV besugdrzas) és
apoptosis soran az intracellularis kalcium koncentracié megemelkedhet a mitochondriumokban
és az endosplasmas reticulumban sequestrdlt kdlcium bearamldsa folytan, e folyamatok sordn
emelkedett transzglutaminaz keresztkot6 aktivitast mutattak ki.

Elképzelhet6 azonban, hogy bizonyos intracelluldris kompartmentekben idélegesen, lokalizaltan
és szabalyozott formaban a transzglutaminaz kdlciumhoz jusson és aktivalédhasson, féként a
mitochondriumokban vagy a sejtadhézid soran, esetleg a kalcium pumpak kozvetlen kdzelében.
A sejdifferencidlddas sordn, idegrendszeri folyamatokban vagy a béta sejtekben az inzulin
termelés kapcsan fizioldgids mddon is aktivalédhat az enzim, legalabbis a transzglutaminaz
keresztkotdé miikodésének végtermékei kimutathatdk. Feltételezik, hogy egyes sejtfehérjékkel
vald kapcsolédas szenzitizalhatja az enzimet, hogy alacsony kalcium koncentracié esetén is
mUikddjon. llyen lehet példaul a calreticulin kalcium kot6 fehérje, mely a G-protein mikodés



soran a transzglutaminaz egyik szabalyozé alegysége és az enzim szdmara ellen6rzott formaban
kalciumot adagolhat.

Az enzim nyitott konformacidjara specifikus antitestekkel sajat vizsgalatainkban a
citoszkeletonkoz asszocidlt és az adhéziés komplexekben jelen |évé transzglutaminaz jel6l6dott.
Mas kutatocsoportok Ujabb vizsgalatok soran lehetévé valt FRET mddszerrel és kilonféle
kalcium szenzorokkal is az in vivo kalcium valtozasok és a transzglutaminaz funkcio
monitorizalasa. Ennek alapjan az intracellularis transzglutaminaz déntGen a csukott
konformacidban van, mig cellularis stressz alatt megjelenik a nyitott forma is (Caron és mtsai,
PLoS One 2012;7:e44159). Kimutattak azt is, hogy Caco2 sejtkulturaban anti-transglutaminaz
antitestek hozzdadasa utan az intracelluldris kdlcium koncentracié megemelkedik, mely részben
az endoplazmatikus reticulumbdl, részben a mitochondriumokbdl szarmazik (Caputo és mtsai
Amino Acids. 2013;44:251-60). Ugyanezek a szerz6k azt is leirtak, hogy a 31-43. aminosavakat
tartalmazd gliadin peptid hatdsara mind a mitochondriumokbdl, mint az endoplazmas
reticulumbdl, mig az 57-68. aminosavakat tartalmazé gliadin peptid hatasdara csak a
mitochondriumokbdl mobilizalddik kalcium (Caputo és mtsai PLoS ONE 7: e45209).

3. kérdés: Refluxos tiinetek, gastritis és colitis miatt vizsgdlt coeliakids betegek nyelécsovébdl,
gyomrabdl és vastagbelébdl vett biopszids mintdkban is kimutathatd volt a TG2 elleni
TG2 ellenes antitesteknek van-e egydltaldn patogenetikai szerepe, vagy egyszertien arrdl van
520, hogy ezen coeliakia antitestek k6tédnek minden olyan szervhez, amelyben a TG2 jelen
van?

Valészinlleg igaz az, hogy a coeliakia autoantitestek kotédnek minden extracellularisan
hozzaférhet6 TG2 antigénhez, barmely szervben is van. Az antitestek kot6dése a bazalmembran
alatt gyulladasos folyamatokat, vérellatasi zavarokat, az izomrostok koriili endomysium antitest
lerakédas pedig motilitasi problémakat okozhat, annak ellenére, hogy az emésztGtraktus egyéb
részein olyan sulyos szerkezeti atéplilés nem jon létre, mint a vékonybélben. Ezekben a
szervekben, strukturalis adottsagaiknal fogva, a felszin csokkenése helyett inkdbb ulceracid
alakulhat ki ugyanazokra a karosité hatasokra. Cucchiara és mtsai 1995-ben manometrias
vizsgdlatokkal igazoltdk coeliakias betegekben a felsé emésztStraktus dysmotilitasat és azt is,
hogy a glutenmentes diéta mellett ez reverzibilis volt (Cucchiara és mtsai J Pediatr Gastroenterol
Nutr. 1995;21:435-42). Masok azt is kimutattdk, hogy coeliakids betegekben gyakoribb volt a
gastritis és az ulcerdacid is (Eltumi és mtsai, Gut. 1996;39:613— 614, Nenna és mtsai, J Pediatr
Gastroenterol Nutr 2012;55:728-32.), bar ezekben a vizsgalatokban az érintett szervekben nem
vizsgdltdk az antitestek jelenlétét. Az emésztStraktus egyéb részein kialakulé kdrosoddsok
éppugy lehetnek hosszu ideig tiinetmentesek, mint a nyilvdnvald kérjelnek tarthaté
boholyatrdfia, de pl. refluxos tlinetek megjelenését provokalja a puffadds, fokozott gazképz6dés
vagy az enteropathia miatt csékkent enterohormon termelés altal okozott gyomoriirilési zavar
is. A klinikai tapasztalat szerint az egyéb emésztGszervi tlinetek a betegek egy részében
enyhilhetnek a coeliakia kezelése utan. Sajat colitis miatt vizsgalt coeliakids betegeinknél a
vezetl tlinet véres széklet volt, de a gyulladdsos aktivitasi jelek parhuzamot mutattak a
glutenfogyasztassal és antitest lerakddassal: glutenmentes diéta utan eltlintek szteroid kezelés
nélkdl is, majd glutenterhelésre ismét kialakultak. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a coeliakia
maga is okozhat gasztro-oesophagealis refluxot, gastritist és colitist. Véleményem szerint a



lerakédott antitestek hozzajarulhatnak ezeknek a tiineteknek a kialakuldsahoz, bar ennek
egyértelm( bizonyitdsa tovabbi vizsgalalatokat igényel.

4. A nem humdn monoklondlis anti-TG2 kompetitor antitest feleslegben képes volt a coeliakia
antitesteket a széveti kotéhelyekrdl leszoritani és ezen antitestek kdros bioldgiai hatdsait
gdtolni in vitro kériilmények kézott. Ennek valdban lehet-e redlis terdpids konzekvencidja,
vagy inkabb a coeliakia antitestek patogenetikai szerepének tovadbbi tisztdzdasdban van
jelentésége?

Egyetértek a tisztelt biraléval abban, hogy a coeliakia kezelésében a glutenmentes diéta
feltétlendl prioritast kell hogy élvezzen, hiszen messzemenden hatdsos és artalmatlan eljarasrol
van sz6, amely a lényegi kéroki tényez6t, a glutent eliminalja. A betegek azonban egyértelmden
slrgetik alternativ és konnyebb kezelési eljarasok kidolgozasat, mivel a diétat a kell6 hatas
érdekében az egész élet folyaman és nap mint nap pontosan tartani kell, és ez az életvezetést
jelent6s mértékben negativan befolydsolja, szamos korlatozassal, egyes orszagokban szocialis
megklilonboztetéssel is jar.

A diéta csak konzekvens betartas, j6 compliance esetén ad kell6 eredményt, és a klinikai
gyakorlatban gyakori, hogy tartésan kimutathaték maradnak immunolégiai aktivitasi jelek,
szeropozitivitas, vagy mas betegségi jelek (pl. vashiany, elégtelen ndvekedés, osteoporosis),
féként diétahibdk miatt. Jellemzd, hogy ezeknek a betegeknek a tdbbsége mar nem érez
kellemetlen tineteket, ezért - a jelent6s klinikai tiinetek elmuldsa utdn - nem is motivalt arra,
hogy pontosabban tartsa a diétat, viszont orvosi indikacié lenne effektivebb kezelésre. Az egyes
europai orszagok gyakorlataban 50% (Olaszorszag, Franciaorszag) és 90% (Finnorszag,
Skandindvia) kozott valtozik a valéban jo diétat folytatd coeliakias betegek ardnya, az Amerikai
Egyesilt Allamokban altaldban alacsonyabb, mint Eurépéban.

A coeliakia kezelésére az utdbbi években tobbféle mddszert is javasoltak, pl. a gluten hasitasat
microbialis enzimekkel, a gluten hdmsejteken valé atjutdsanak gatldsat a zonulin gatlasaval, a
HLA-DQ molekuldk blokkolasat vagy a vellinksziiletett immunitds egyes tényezGinek, pl. az
interleukin 15-nek a gatlasat. Ezek hatasossagardol még nincs kell6 klinikai bizonyitékunk. Mivel
a vizsgdlataink soran talalt nem-human antitest a minden betegben kimutathato f6
transzglutamindaz epitéphoz kétédve képes interferalni az antitestek biolégiai hatdsaval, mig
eddig karos sajat hatasat nem észleltik, a coeliakids antitestek leszoritdsa a szovetekrdl terdpias
hatdst jelenthet. Ez a hatds potencidlisan olyan analégokkal is elérhet6, melyek az antitest
kot6helyének mimotdpjai; ezek ordlisan hatd kis molekuldk is lehetnek. Ma mar szamos, a
gyulladas effektor molekulait vagy citokineket befolyasolé monoklonalis antitesttel, bioldgiai
kezeléssel értek el terdpias hatdst. igy a disztalis m(ikoédési mechanizmus még nem zarja ki, hogy
a coeliakia autoantitestek kot6désének gatlasa értelmetlen lenne, hiszen az in vitro sejtbioldgiai
vizsgdlatok alapjan feltételezhetd, hogy az antitestek résztvesznek a bélrendszeri patoldgiai
torténésekben, extraintesztinalis manifesztacidk kialakitasaban. Ez a hatdasmechanizmus
azonban nem gatolnd meg a T-sejtes reakcid tovabbi fennalldsat és esetleges citotoxicitasat. Azt
sem lehet jelenleg tudni, hogy a le nem ko6t6dott antitestek milyen egyéb kedvez6tlen hatdst
okozndnak, pl. immunkomplex képzGdést vagy vesekdrosodast. Azonban ha figyelembe vessziik
azt, hogy a f6 transzglutaminaz epitdp ellen irdnyitott mechanizmussal keletkeznek az
autoantitestek és a gliadin peptidek bizonyos korilmények kdzott fixalt helyzetben
hasonlithatnak erre a f6 epitépra, akkor a gliadin peptidek kozvetleniil is kotédhetnek a B sejtek



felszini immunglobulin receptoraba és taplalhatjak a T-sejteknek torténd antigén bemutatdst.
Ha a nem-human antitest vagy analdgjai ezen a receptoron is kifejtenek gatlé hatdst, akkor
kotédésiik a hapten-carrrier elmélet szerinti gliadin-transzglutaminaz komplexek bekebelezését
vagy a gliadin kdzvetlen hatasat is gatolhatna és ezzel magat a T-sejt aktivaciot is
megakadalyozhatna.

A coeliakia prevenciét vizsgald prospektiv tanulmanyban (PreventCD) az egészséges csecsemask
jelentG6s része 6 hdnapos korban atmenetileg antitestekkel reagdlt a gluten peptidekre, ami
helper T sejt mlkodést jelez, de ezek a gyermekek nem termeltek transzglutaminaz antitesteket.
Ez arra utal, hogy ha a gliadin bemutatdsa nem a transzglutaminat-specifikus B sejteken
keresztil torténik, akkor az nem vezet a coeliakia pathomechanizmus beinduldsdhoz.

A kozvetlen jovében a nem human blokkolé antitest f6ként a coeliakids antitestek
hatdsmechanizmusdnak pontosabb tanulmdanyozasara haszndlhatd, és ennek eredményei fogjak
elddnteni, hogy a fent vazolt immunolégiai mechanizmus szdba johet-e.

Budapest, 2013.05.23.
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