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Gyakrabban hasznalt roviditések jegyzéke

AGA gliadin-ellenes ellenanyag

ARA reticulin-ellenes ellenanyag

CD coeliakia (dbrdkon, tdbldzatokban, mellékelt kézleményekben)
DGP deamiddlt gliadin peptid

DH dermatitis herpetiformis

DOR diagnostic odds ratio

FITC fluoreszcein izotiociandt

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EMA endomysium-ellenes ellenanyag

ESPGHAN European Society of Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
GWAS teljes genomra kiterjedd asszocidcios vizsgdlat

IEL intraepitelidlis limfocitdk

JEA jejunum-ellenes ellenanyag

LR+ positive likelihood ratio

LR- negative likelihood ratio

mtsai munkatdrsai

POCT point-of-care teszt

ROC receiver operated characteristics curve

Rho ras homolog gene family member

SNP single nukleotid polimorfizmus

TG2 2-es tipusu (széveti, celluldris, erythrocyta) transzglutamindz enzim
TG3 3-as tipusu (epidermdlis) transzglutamindz enzim

TLR toll-like receptor

TRITC rodamin
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1. BEVEZETES

A coeliakia az eurdpai népesség egyik leggyakoribb kréonikus megbetegedése, mely a
lakossag legaldabb 1 %-at érinti és incidencidja az utdbbi évtizedekben ndvekvs tendenciat
mutat (Bingley és mtsai 1999, Berti és mtsai 2006, Lohi és mtsai 2007). A betegség
autoimmun jellegli patomechanizmussal jon létre, gyakran kombinalédik mdas autoimmun
betegségekkel, és fokozza tovabbi autoimmun kérképek kialakuldsdnak és egyes daganatos
betegségek kifejlédésének a kockazatat.

A betegségre jellemz6 klinikai tlinetek Iényegében nincsenek, a klasszikus malabszorpcids
tinetcsoport helyett ma a betegek tobbsége egyéb emésztérendszeri vagy nem
emésztérendszeri tlinetekkel jelentkezik, vagy egy ideig tlinetmentes. Gyakori, hogy a
diagndzist csak a feln6ttkorban vagy egyaltaldan nem Aallitjak fel (Ravikumara és mtsai 2007)
és hogy a betegek egy részét mds diagndzisokkal kezelik. Ezért egyre fontosabb olyan
vizsgdlomoédszerek alkalmazdsa, melyek magdt a betegségre jellemzé immunreakciot
mutatjak ki. A vérb6l neminvazivan elvégezhet6 autoantitest vizsgdlatok ugrasszerlen
megnovelték a felismert betegek szamat és tovabbi ismeretek 0Osszegylijtését tették
lehet6vé a betegség valtozatos megjelenési formairdl valamint korlefolydsardl. Az antitest
vizsgdlatok sikere nagyrészt a transzglutaminaz (TG2) elleni autoantitestek felismerésének
koszonhetS (Dieterich és mtsai 1997). Bar ezeket mar korabban is kimutattak, valddi
célmolekulajuk nem volt ismert, és az is kérdés volt, hogy vajon hanyféle autoantitestrél van
sz6 (Hallstrom és mtsai 1989, Maki 1995). A TG2 autoantigén szerepének felfedezése 6ta is
igy ez azt a latszatot kelti, hogy ezek az antitestek kilonbozdk is lehetnek (Lock és mtsai
1999). Munkam kezdeti célja ennek a kérdésnek a vizsgalata volt és olyan egyszerilien
hasznalhatd antitest kimutatasi eljardsoknak a kidolgozdsa, melyek laboratériumi jartassag
nélkil, a betegellatds helyszinén is gyorsan elvégezhet6k. A késGbbiekben az antitest
vizsgdalatok egyre szélesebb kor(i elterjedése révén a betegség szamos korai jelensége valt
ismertté, melyek a betegség hagyomdnyos definicidjat és diagnosztikus kritériumait is
megkérddjelezik. Ezért mindinkdbb hangsulyt kap az antitestek keletkezésének és bioldgiai
hatdsuknak a vizsgdlata, valamint az, hogy szolgdlhatnak-e Uj diagnosztikus kritériumok
alapjaul. Az antitest hatasok megértéséhez fontos lokalizalni azokat a TG2 epitopokat, ahova
a coeliakids antitestek kot6dnek, mert ezek ismerete utat nyithat olyan kompetitorok
létrehozasdnak, melyek segitségével az antitestek hatasai szelektiven vizsgdlhaték vagy
blokkolhatdk. Végeredményben ilyen vizsgalatok donthetik el, hogy az antitesteknek van-e
tényleges szerepe a betegségi tlinetekben és a kotGdés gatlasa jarhat-e valamiféle terapias
eredménnyel vagy az antitestek jelentGsége csupan a diagnodzist segit6 szerepikre
korlatozédik. Végilil genetikai tényez6k azonositdsa adhat magyardzatot a gluten

intoleranciara és arra, hogy jelenlétében miért éppen a TG2 ellen termel6dnek antitestek.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A gluten-érzékenység (coeliakia, gluten-enteropathia, nem trdépusi sprue, lisztérzékenység)
multifaktorialis betegség, mely az immunrendszer kdros reakcidéja miatt jon létre és
autoimmun jellegl korfolyamat. A patoldgiai eltéréseket és betegségi tlineteket kornyezeti
faktor, a kaldszos gabonafélékkel (buza, arpa, rozs) fogyasztott gluten és annak alkatérészei,
a gliadin és ritkabban a gluteninek valtjdk ki HLA-DQ2 vagy DQ8 genetikai tulajdonsaggal
rendelkez6knél. A glutenfogyasztas hatdsara reaktiv T-sejtek jelennek meg és autoantitestek
keletkeznek a 2-es tipusu transzglutaminaz enzim (TG2) ellen. Az immunreakcid
kovetkeztében a vékonybél szerkezete atépiil, gyulladas és boholyatrofia alakul ki, valamint
autoimmun jellegl korképek fejlédhetnek ki egyéb szervekben is (Green és Jabri 2003). A
betegség glutenmentes diétdval kezelhet6 és a gluten oki szerepére utal, hogy tartds diéta
mellett a betegeknél kdros eltérések nem mutathaték ki. A coeliakia diagnosztizdlasaban
donté jelentGségliek a diéta megkezdése elStt végzett vizsgalatok, mert ezek az informaciok

kés6bb nem vagy csak részlegesen pdtolhatok.
2.1. El6fordulas és klinikai megjelenési formak

A coeliakia elsGsorban az indoeurdpai eredetli népességben fordul el6, ennek megfeleléen
gyakori Eurépaban, a mediterran teriileteken, az arab vildgban, Indidban, valamint Eszak- és
Dél-Amerika, Ausztrdlia és Dél-Afrika fehér eredet(i lakossdgaban. A tilinetszegény formak
gyakorisaga miatt a pontos el6forduldsi adatokat csak szlrdvizsgalatokkal lehet feltarni
(Mustalahti és mtsai 2010). Ezeken a terlileteken 1-2% koruli prevalenciat taldltak (Lionetti
és Catassi 2011) és az elmult évtizedben novekedési tendencia észlelhet6 (Vilppula mtsai
2009). Még jelenleg is nagyon ritka a coeliakia az azsiai és fekete afrikai népességben,
Japanban és Kindban, feltehet6éen a HLA-DQ allélek kilonbsége és az alacsonyabb
glutenbevitel miatt, amely azonban jelenleg valtozéban van, és igy nemrégiben ezekbdl az

orszagokbdl is kozoltek eseteket (Wang X és mtsai 2011).

A betegség leggyakrabban valtozé sulyossagu emésztészervi és nem emésztbszervi tlinetek
kombinacidjaként jelenik meg (Green és Cellier 2007). Jellemz6 a vashidny és a
boholykarosodas miatt kialakuld szekunder laktéz emésztési zavar, valamint gyakoriak az
olyan emészt8szervi panaszok is, melyekkel a betegek sokdig nem fordulnak orvoshoz
(puffadas, hasi diszkomfort, id6szakos hasmenés vagy székrekedés), vagy amelyeket gyakran
hosszu ideig funkciondlisnak tartanak. Felszivodasi zavar klinikai vagy laboratériumi jelei
nem minden betegnél mutathatdk ki, s6t emészt&szervi tiinetek sem mindig vannak jelen. A
vezet6 tlinetek izolalt anaemia, viszket6 bérbetegség (dermatitis herpetiformis), lassu

novekedési item, meddGség, csontrikulas, majbetegség, vesebetegség, cardiomyopathia is
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lehetnek. Ezek az extraintesztindlis tiinetek altaldaban javulast mutatnak glutenmentes diéta
hatdsara. A coeliakia fokozza cerebellaris ataxia, dementia, rosszindulaty daganatok és
tovabbi autoimmun betegségek (diabetes mellitus, pajzsmirigybetegségek) kialakulasanak
kockazatat is, amelyeket a glutenmentes diéta 6nmagdban visszaforditani mar nem képes
(Collin és mtsai 2002, Di Mario és mtsai 1992, Galli-Tsinopoulou és mtsai 1999, Hadithi és
mtsai 2007).

Ezek a szov6dmények gyakran hosszu, latszolag tiinetmentes id6szak utan lépnek fel, mert a
betegek tobbségénél a vékonybélkarosodast és a mar zajlé autoimmun reakciét nem
ismerik fel id6ben (Fasano és mtsai 2003). Jellemz6 a malabszorpciés tiinetegyittes
kibontakozasa fokozott testi igénybevétel utan (pl. fiatal n6knél sziilés utdn a 1-2 hénappal a
szoptatds kapcsan) vagy a vékonybelet még tovabb karosité bélrendszeri fertézések, pl.
trépusi utazas utan. Szlrési adatok arra utalnak, hogy ilyenkor nem ujonnan alakul ki a
vékonybélkarosodds, hanem egy latszélag tiinetmentes allapotbdl dekompenzalddik (Maki
és mtsai 2003). A coeliakia egyéb maradanddé szovédményeket is okozhat, mint
majelégtelenség, torpendvés, kompresszids csigolyatorések, fogzomanc rendellenesség,

valamint feln6tteknél az arc ardnyainak megvaltozdasa (Ciacci és mtsai 2004).
2.2. Patomechanizmus

2.2.1. Genetikai hajlamosité tényezdk

A glutennel szemben normal egyéneknél az élet elsé éveiben tolerancia alakul ki. Egyel6re
nem ismert, hogy a coeliakids betegekben a gluten-intolerancia primer médon, a tolerancia
kialakuldsanak hianya miatt vagy egy korabbi tolerancia koros elvesztése folytan keletkezik-
e. Mivel a tolerancia megszerzése aktivimmunfolyamat, az ebben szerepet jatszé cellularis
és humoradlis immunmechanizmusok defektusa kozrejatszhat a betegség kialakuldsaban. A
mar kialakult gluten-intolerancia coeliakia esetén tartds, és igen ritka kivételektdl eltekintve
az élet folyaman mindvégig fennmarad. Ez a tény és a betegség csalddi halmozédasa (Maki,
és mtsai 1991, Korponay-Szab6 és mtsai 1998) arra utal, hogy a betegségre orokletes
tényez6k hajlamositanak. A legfontosabb ilyen tulajdonsag a HLA DQ2 vagy DQS8 hordozas,
mely a betegség kialakuldsanak szikséges, de nem elegendé feltétele. Kimutattak ugyanis,
hogy a gliadin peptideket a T-limfocitdk csak akkor tudjak felismerni, ha azokat DQ2 vagy
DQS8 allélekkel rendelkezé antigén prezentdld sejtek mutatjdk be nekik (Abadie és mtsai
2011, Sollid és Jabri 2011). A DQ2 heterodimereknek két formadja van, ezek kozil a DQ2.5
hordozas magas, a DQ2.2 hordozas alacsony kockazatot jelent a coeliakia szempontjabdl. A
magyar népesség 20-25%-a hordozza DQ2 vagy DQS8 allélt (Dezs6fi és mtsai 2008), de csak 1-
2% betegszik meg coeliakidban. Ez tovabbi non-HLA gének oki szerepére utal. A coeliakia

kialakulasaért felelés gént még nem sikerilt azonositani, mert az érintett csaladokban az
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oroklésmenet heterogén (nem Mendeli), a penetrancia valtozé. Egypetéji ikreknél legalabb
80% kezdeti konkordancia van (Nistico 2006), amely az élet folyaman megkozeliti 100%ot,
valamint a betegek csaknem kétharmada né. Csalddokban végzett asszocidcids vizsgalatok
tobb ko6z6s kromoszédma szakaszt valamint single nukleotid polimorfizmust (SNP)
azonositottak, melyek egy részét teljes genomra terjed6 asszocidciés vizsgalatok (GWAS) is
megerdsitették (van Heel és mtsai 2007, Hunt és mtsai 2008). A f6bb polimorfizmusok
féként immmunrendszerrel kapcsolatos géneket vagy motoros fehérjéket érintenek. Ezek a
polimorfizmusok azonban jelent6s részben kdzések mas gyulladasos betegségekre (asthma,
colitis ulcerosa, psoriasis) hajlamosité adottsagokkal (Festen és mtsai 2009, Abadie és mtsai
2011) és a legtobbnek a funkciondlis kihatdsa még nem tisztazott, taldn mas gének
expresszidjaban okoznak kiilonbségeket (Dubois és mtsai 2010). Az eddig azonositott SNP
markerek egyenként csak néhany szdzalék kockazatnovekedésért tehet6k felelGssé.
Mérhet6 prediktiv értéket csak akkor taldltak, ha nagyobb szdmu (egy vizsgalatban 13-nal

tobb) ilyen marker egytiittesen volt jelen (Romanos és mtsai 2009).

2.2.2. A gliadinra adott T-sejtes és veliink sziiletett immunvalasz

A gluten alkotdrészei koziil els6sorban az alkoholban oldédd gliadin frakcidja valt ki
immunolégiai aktivitdst coeliakidsokban. A coeliakidat provokdld gliadin peptidek
heterogének, de jellemz6 magas prolin (P) és glutamin (Q) tartalmuk, melyek ismétl6d6
motivumokba rendez6dnek. A jellegzetes motivumok PQQPFP, PQPQPLPY és QXP
szekvencidk, ahol X barmely aminosav lehet. Ezek a peptidek féként az alfa gliadinra
jellemzék, de a gamma és omega gliadin frakcidk hasonld peptidjei is immunogének
lehetnek és hasonld felszint mutathatnak a T sejtek szamara (1.abra). Kimutattak, hogy a
nagymolekulasulyud, alkoholban oldhatatlan gluteninekre is kialakulhat immunreakcio. A
coeliakidban immunogén peptideket a kozelmultban foglaltdk egységes nomenklaturdba
(Camarca és mtsai 2012). Az antigenitdst fokozza egyes glutamin gyokok deamidalasa.
Ennek kovetkeztében a negativ toltésl aminosavak jobban illeszkednek a HLA-DQ
molekuldkba és jobban prezentalédnak. A HLA DQ2.5 molekuldk szamara a P4, P6 és P7
kot6helyen, a DQ8 esetén P1 és P9 kot6helyen jelen 1évs negativ toltések fontosak a stabil
kot6édéshez (Sollid és Jabri 2011). A HLADQ2.2 peptidkoté helye hasonlé HLA2.5
kot6helyhez, de a DQ2.5-re jol kot6dé6 peptidek kotédése a DQ2.2 molekuldhoz kinetikailag
instabil és igy a T limfocitak aktivacidja kevésbé effektiv (Fallang és mtsai 2009). Kimutattak
viszont, hogy a HLADQ2.2 mellett kialakulé coeliakia esetén a betegek T sejtjei olyan
peptidekkel reagdlnak, melyek stabilan két6dnek a DQ2.2 molekuldhoz és nem azonosak a
DQ2.5 molekuldkhoz kot6d6 peptidekkel (Bodd és mtsai 2012).
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1. abra. A coeliakiaban DQ2-n keresztil bemutatott T limfocita epitépokat képezé gliadin peptidek. A: alanin, F:
fenilalanin, P: prolin, Q: glutamin, R: arginin, S: szerin. Y: tirozin, V: valin, W: triptofan. A pirossal jel6lt glutamin
gyokok a TG2 segitségével deamidalodhatnak. 1-9: a DQ2 peptidet befogado kétéhelyei

A deamidalads savanyu kozegben (pl. a gyomornedvben) spontan is létrejohet (Sjostrom
1998) vagy a TG2 enzimm(ikodése folytan. A TG2 els6dlegesen fehérjék vagy peptidek
glutamin oldalldncai és lizinek vagy primer aminok kozotti keresztkotéseket képez,
mikozben egy molekula ammaodnia szabadul fel. Az enzimreakcio elsé |épéseként a glutamin

szubsztrat tioészter kotéssel az enzim aktiv centrumadban lévé ciszteinhez kapcsolédik, majd
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a masodik lépésben az amin szubsztrathoz. A reakcid elsé lépése utan az enzimrél a
szubsztrat keresztkotés nélkil is levalhat, ekkor deamidalt termék keletkezik. A gliadint a
TG2 enzim keresztkotésekre is jol fel tudja haszndlni (Szabolcs és mtsai 1987). A TG2 altal
medidlt deamiddlas irdnyitott és a QXP motivumokra specifikus, nem az Osszes glutamin
gyok alakul at glutaminsavva. Az alacsony pH és a QXP motivumok kedveznek a
demidalasnak a transzamiddlassal szemben. Egyes T sejt klénok csak a deamidalt peptideket
ismerik fel, masok a nativ és a deamidalt format egyardnt, és néha tobbféle hasonld
peptidet is. A DQ8 esetén a nativ peptideknek is jelentés immunogenitasa lehet (Camarca és
mtsai 2012), valamint kimutattak, hogy kisgyermekkorban a coeliakids betegek T sejtjei
dontbéen a nativ peptidekkel reagalnak (Stepniak és Koning 2006). A megfeleléen stabil DQ-
peptid-T-sejt receptor komplex ugy is kialakulhat, hogy a negativ toltés a T-sejt receptoron
van (Hovhannisyan és mtsai 2008). A deamidalt gliadin peptidek T sejteket serkentd hatasat
in vivo glutenterheléssel betegeken is megerGsitették (Anderson és mtsai 2000). A kordbbi
tanulmanyokban féként részlegesen bontott, pepszinnel-tripszinnel emésztett gliadint, vagy
nem deamidalt peptideket hasznaltak. Az évtizedekkel ezel6tti kisérletekben egy masik nativ
peptid is toxikus hatdst valtott ki (31-43 alfa-gliadin peptid), mely a vékonybélbiopszias
mintakbdl késziilt szovettenyészetekben IL15 termelést, CD25 felszaporodast és komplex
immunaktivaciot okoz (Londei és mtsai 2005). Ezt a peptidet az immunogén peptidektél vald
megklilonboztetés érdekében un. toxikus peptidnek nevezik. A 31-43 peptid Caco2 (nem
coelidkias) tumor hamsejteken sejtkulturdban kiilonféle bioldgiai hatdsokat okoz, példaul

fokozza a permeabilitast.

A gliadin peptidek hatdsat jelent6s mértékben meghatarozza a vékonybélben lévé
emésztéenzimek proteolizisével szembeni rezisztencidjuk és atjutdsuk a vékonybél
hamsejteken. Egy 33 aminosavbdl allé és a PQPQLPY motivumot 3 példdnyban is tartalmazé
nagyon immunogén alfa-gliadin peptid alig degradalédik az emésztés soran (Shan és mtsai
2002). A rovidebb peptidek jelent6s része a lebomlik a hamsejtekben, de a f6bb toxikus és
immunodomindns peptidek a hamsejtek bazalis oldaldn is megjelenhetnek (Matysiak-Budnik
és mtsai 2005, 2008). A gliadin peptidek a zonulin révén fokozhatjak a paracellularis
permeabilitast is (Fasano és mtsai 2000). Az egyel6re vitatott, hogy a TG2 dltali deamidacié
hol torténik. A hamsejtek bazalis membranja alatt jelentés mennyiségld TG2 van a
kot6szovetben (Belkin 2011), valamint az immunsejtek felszinén is leirtak TG2 antigént (Raki
és mtsai 2007), bar ezeket a vizsgdlatokat kés6bb megkérddjelezték, mert a hasznalt
antitest nem csak a TG2-vel, hanem CD 44 antigénnel is képes reagdlni. A T sejtek
aktivaciéjanak hatdsdra a vékonybél nydlkahartydban gyulladasos citokinek, f6éként
interferon-gamma, tumor nekrézis faktor alfa, 1L2, IL4, 1L18 és metalloproteinazok
aktivalédnak (Nilsen és mtsai 1998), mely sz6vetkdrosodashoz vezet. A coeliakidra jellemz6

eltérések hasonlitanak a graft versus host reakciéban |atottakra (Neild 1981, Radojevic és
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mtsai 1999), ezért a T sejtek szerepe valdszinlleg igen jelent6s. A T limfocitdk mellett a
velliink szliletett immunrendszer aktivalédasa is megfigyelhet6, amely a folyamat még T-
sejtes immunvalaszt megel6z6, bevezetd jelensége is lehet (Stepniak és Koning 2006). Ennek
legf6bb jelenségei a fokozott IL15 termelés, a CD83 pozitiv plazmocitoid dendritikus sejtek
aktivaciéja (Maiuri és mtsai 2003) és az intraepitelidlis limfocitak (IEL) felszaporodasa.
Utébbiak, kilondsen a CD8ao receptorral rendelkez6 gamma-delta sejt alcsoportba
tartozok, a korabbi nézettel ellentétben nem az adaptiv, hanem a velink sziletett
immunitas részei. Kezdetben lgy gondoltak, hogy a magas gamma-delta IEL szam a coeliakia
allandd jelensége, mely glutenmentes diéta mellett is fennmarad és vizsgdlata a korai latens
fazisban vagy diéta mellett diagnosztikusan hasznosithatd (Savilahti és mtsai 1990, Maki és
mtsai 1991). A kés6bbi vizsgalatok azonban azt mutatjak, hogy a gamma-delta sejtek szama
aktivitasfigg6é marker és a glutenmegvonads utan csokken valamint a szlréssel felfedezett,
klinikai tlineteket nem mutatd coeliakids betegeknél nem mindig magas (lltanen és mtsai
1999a). Az intraepitelialis limfocitdk a NKG2D receptorokon keresztiil a hamsejtek MIC-A
expressziojat és ezzel a hamréteg épségét monitorizaljdk és a sériilt sejtekre citotoxikus
hatdst fejtenek ki (Martin-Pagola és mtsai 2003, Meresse és mtsai 2004). Ez a mechanizmus
valdszinlileg szintén fontos a vékonybélkarosodds, boholyatrofia kialakuldsaban (Hie és
mtsai 2004). A coeliakidban a toll-like receptorok (Zanoni és mtsai 2006, Szebeni és mtsai

2007) és kulonféle hésokk fehérjék aktivacidja is megfigyelhet6 (Iltanen és mtsai 1999b).

2.2.3. Antitestek

Coeliakidban jellegzetes autoantitestek mutathatok ki, melyek célpontja a TG2 fehérje. A
TG2 enzim Osszetett mikodés(, legaldbb 5 enzimreakciéra képes (transzamidalas, GTP-az,
ATP-3az, difoszfoizomeraz és kinaz aktivitas) valamint egyben strukturalis és adhézids protein
is. A TG2-specifikus autoantitestek a vékonybél nyalkahartydjaban termel6dnek, mig a
gliadin ellenes antitesteket termel6 sejteket a periférias vérbdl is sikeriilt kimutatni (Marzari
és mtsai 2001). ElsGsorban IgA anti-TG2 termel6dik, de a betegek egy részében IgG is.
Termelésik a klinikai tlinetek a vékonybél kdrosoddasat évekkel is megel6zheti (Maki 1991).
Az anti-TG2 antitestek termelése a gluten megvondsa utén leall. Ez arra utal, hogy tartds
termel6désiikhoz aktiv T-helper limfocita mikodés sziikséges. Az anti-TG2 autoantitestek
keletkezésének pontos részletei nem tisztazottak. Leginkabb elfogadott nézet a haptén-
carrier mechanizmus (Sollid 1997). E feltétezés szerint a TG2 és a gliadin kapcsolddasa az
enzimeakcié alatt és utan azt eredményezheti, hogy a gliadin carrierként szolgal és az
antigénprezentald sejtek (APC) felszinén a gliadin mellett TG2 részek is megjelenhetnek.
Amennyiben vannak olyan gliadin-specifikus T-limfocitdk, melyek T-sejt receptora megfelel a
bemutatott peptidnek, ezek a T-sejtek nemcsak a gliadin-specifikus B-limfocitaknak, hanem

a TG2-specifikus B limfocitaknak is helper mikodést biztositanak (2. dbra). A deamidalt
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gliadin peptidek erésebben aktivaljdk a T-sejteket, ezért az antitestek termelésére is fGként

a deamidalt peptidekre specifikus B limfocitdk kapnak stimulusokat.

Co-stimuléciésj(

moleculék

Anti-TG2  Anti-gliadin
antitest antitest

2, abra. A deamidalt gliadin és transzglutaminaz (TG2) ellen termel6dé antitestek keletkezési mechanizmusa a
haptén-carrier elmélet (Sollid 1997) szerint.

Mivel a coeliakia megjelenését néha virus- vagy baktériumfert6zések utadn észlelték, mar a
TG2 autoantigén szerepének felismerése el6tt megjelent egy molekularis mimikri elmélet is,
hogy a gliadin-DQ kotés és reakcid egy molekularis szuperantigénnel kapcsolatos
immunreakciét utdnozhat (Barbeau és mtsai 1997). Az adenovirusok feltételezett szerepét
(Kagnoff és mtsai 1984) a késGbbi vizsgdlatok nem igazoltak. A coeliakia antitestek
keresztreakciot mutatnak a calreticulinnal (Tuckova és mtsai 1997), a rotavirus VP-7
peptiddel és szamos mds bakteridlis és human fehérjével is, koztik a 4-es tipusu toll-like

receptorral, a desmoglein 1-gyel és a h6sokk 60 proteinnel is (Zanoni és mtsai 2006).

Az TG2 antitestek bioldgiai hatdsdanak pontos mibenléte jelenleg nem tisztazott és attdl is
fligghet, hogy az egyes betegek autoantitestjei azonos epitépokat ismernek-e fel a TG2
felszinén. Az eddigi adatok alapjan az autoantitestek in vitro csokkentik a TG2 keresztkoté
mUikodését, de teljesen nem gatoljak meg (Dieterich és mtsai 2003). Bioldgiai rendszerekben
ennél komplexebb hatds varhatd, mert a megkot6dott antitestek nemcsak a TG2
enzimatikus m(ikodéseit, hanem a TG2 protein-protein interakcidkban jatszott szerepét is
zavarhatjak. A TG2 elleni antitestek 6nallé szerepe a patomechanizmusban vitatott, mivel in
vivo bizonyitékok nincsenek. Az utdbbi években azonban in vitro kisérletekben igazoltak,
hogy a coeliakids anti-TG2 antitestek befolyasoljak a sejtproliferaciét (Barone és mtsai
2007), apoptosist valthatnak ki (Cervio és mtsai 2007), csokkentik a hamsejtek
differencidldddasat (Halttunen és Maki 1999) és az angiogenesist (Myrsky és mtsai 2008).

A TG2 mellett tovabbi nyolc rokon szerkezetl és mikodés(i transzglutamindz fehérje ismert,
ezek egy részének pontos funkcidja és lokalizacidja ma még nem teljesen tisztazott. A

coeliakidban minor autoantigén a TG3 (Sardy és mtsai 2002). A hozza koét6dott bSrben
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lerakédd IgA autoanitestek okozzdk a gluten-enteropdtia bdrtlineteit, a dermatitis
herpetiformist, mely egérbe Ultetett human béron kisérletesen is létrehozhaté (Zone és
mtsai 2011). A tobbi transzglutamindz is szerepet jatszhat specidlis szervi manifesztacidkban
pl. az idegrendszerben vagy a csontokban. A TG6 ellen az agyi folyamatok és szovédmények
(cerebellaris ataxia, demencia, neuropatia) miatt vizsgalt coeliakids betegekben taldltak
antitesteket (Hajdivassiliou és mtsai 2008). Ezekbél a betegekbdl klonozott antitestek
kisérleti allatokban atmeneti ataxiat valtottak ki (Boscolo és mtsai 2010). A TG3 elleni és TG6
elleni antitestek in vivo bioldgiai hatasardl tobb bizonyiték all rendelkezésre, mint a csupan
TG2 fehérjével kapcsold antitestekérdl. Megjegyzend6 azonban, hogy a TG3 és TG6

fehérjékkel reagdlo antitestek gyakran a TG2 enzimet is felismerik.

A coeliakia-specifikus antitestek kimutatasanak jelenleg elsésorban klinikai jelentGsége van,
mert az aktiv coeliakias immunreakciot jelzik és nagyon specifikusak (Rostom és mtsai 2004,
2006). Alkalmasak tlinetszegény betegek felismerésére (Hin és mtsai 1999, Hopper és mtsai
2007) és a diétds valasz monitorizalasara is (Blirgin-Wolff és mtsai 2002, Carlsson és mtsai
2006, Sategna-Guidetti és mtsai 1996). A betegség soran koran jelennek meg, igy szereplik

lehet a betegség elGrejelzésében és a diagndzis felallitdsdban (Simell és mtsai 2007).

A coeliakidban nemcsak TG2 elleni antitestek, hanem szdmos mas egyéb antitest is
kimutathato (Alaedini és mtsai 2002, Lerner és mtsai 1998, Ferrara és mtsai 2007, 2010). Az
antitestek nomenklatiraja nem egységes. Lényegében 3 nagy f6 csoportba sorolhaték (1.

tablazat).
1. tablazat. A coeliakiaban észlelhetd antitestek csoportositasa

Coeliakia
markerek

SzoOvetkarosodas
markerek

Asszocialt betegségek

vagy szévodmeények
markerei

TG2 antitestek

aktin antitestek

pancreas-ellenes
antitestek, GAD, ICA

endomysium antitest
(EMA)

anti-DNS antitest

thyroidea antitestek
(TPO, thyroglobulin)

reticulin antitest
(ARA)

anti-immunglobulin
antitestek

TG3 antitestek

jejunalis antitest
(JEA)

anti-vimentin, anti-
cytoskeleton antitestek

Purkinje-sejt antitestek
TG6 antitestek
gangliozid antitestek

deamidalt gliadin
peptid antitestek
(DGP)

gliadin antitestek

calreticulin antitestek
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A betegség-specifikus antitestek coeliakia markerek, gluten-dependensek és csak HLA-DQ2
vagy DQ8 hordozd személyeknél termel6dnek (Kaukinen és mtsai 2002, Kapitany és mtsai
2006). Ide tartoznak az anti-TG2 antitestek, a kezdetben szoveteken immunfluoreszcens
vizsgdlatok alapjan leirt antitestek (endomysium, reticulin, jejunalis autoantitestek), és taldn
a deamidalt gliadin peptidekkel (DGP) reagdld antitestek is (Kaukinen és mtsai 2006). Az
anti-DGP antitestek specificitasa valamivel alacsonyabb, mint az anti-TG2 antitesteké (Lewis
és Scott 2010) és HLA-DQ2 vagy DQS8 fliggGségiiket még nem igazoltak. Mas antitestek, pl.
az aktin-ellenes vagy anti-DNS antitestek, inkdbb a szévetkdrosodas mértékével és nem
specifikusan a coeliakia fennallasaval korreldlnak (Clemente és mtsai 2000, Fabbro 2008). A
nativ gliadin elleni antitestek is tobbé-kevésbé a szovetkdrosodds mértékével ardnyosan
mutathatok ki. 1zoldlt pozitivitdsuk nem jelent coeliakiat, és az emésztGszervi tiineteket nem
mutatd betegeknél gyakran negativak (Kaukinen és mtsai 2000, 2006). A pancreas,
thyreoidea és idegsejtek ellenes antitesteknek specidlis szervi manifesztaciokban lehet

jelent6sége (Hadithi és mtsai 2007, Hadjivassiliou és mtsai 2002, Di Mario és mtsai 1992).

A coeliakiara jellemz6 marker antitesteket kezdetben empirikus médon irtak le, els6ként a
reticulin antitesteket (Seah és mtsai 1971). A vizsgalatot ragcsalé maj és vese fagyasztott
metszetein végezték, és IgG antitesteket mutattak ki. A kot6dési mintdzat az eziistozéssel
jelolhetd racsrostokat kovette, ezért az antitestet Ri-reticulin antitestnek nevezték el (ARA).
Tobb szerv metszetének egylittes alkalmazdasaval (Osszetett blokk) és az IgG mellett IgA
antitestek felismerésével a mddszer jelentGsen javithaté volt. Alkalmazasdnak fénykoraban,
a nyolcvanas évek kozepén az ARA kimutatas 90-97%-os szenzitivitdst és 98% specificitast
ért el a coeliakids betegek felismerésében és kontrolloktdl valé elkilonitésében (Maki és
mtsai 1984, Maki és mtsai 1995).

Az endomysium antitestet 1983-ben Chorzelski (Chorzelski és mtsai 1983) irta le, aki egy jol
bevalt, bd6rgydgydszatban hasznalatos szubsztratot, majom nyel6csé metszeteket
alkalmazott, amelyen az izomsejtek konturjdhoz kot6d6 IgA fest6dést figyelt meg
dermatititis herpetiformisban szenvedd betegeknél. Ezt a megfigyelését kés6bb coeliakias
betegeknél is megerdsitette. Hasonld reakciot lehetett |atni emberi kdldokzsinér erein s,
mely jéval konnyebben elérhets és olcsdbb volt (Ladinser és mtsai 1994), mint a majom
szovetek. Az endomysium antitest reakcié (EMA) kdzel 100%-ban specifikus a coeliakiara, és
tinetmentes betegeknél is nagyon szenzitiv is (90-100%), ha a boholykdrosodds mar fennall.
Az ARA és EMA reakcid jo klinikai haszndlhatésdgat szamos régi tanulmany alatdmasztotta
(2.tdblazat). Az EMA kimutatas altaldban specifikusabb és érzékenyebb volt, valdszintileg
azért, mert f6eml&s vagy human szoveteken tortént. Amikor az ARA kimutatast is human

majon végezték (Hallstrom 1989), az ARA és EMA eredmények kdzott nem volt kilonbség.
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Endomysium Jejunum-elleni Reticulin
ellenanyag (EMA) ellenanyag (JEA) ellenanyag (ARA)

1T 1T 1T

Simaizmokat tartalmazé Normal vekonybel metszet Reticulin rostokat tartalmazo
normal szévet metszete normal szdvet metszete
(nyel6cso, kéldGkzsindr) 2 " (maj, vese, appendix)

FITC-jelzett anti-IgA
szérum antitest
“\szoveti antigén
EMA JEA ARA

i R A

Human kéldokzsinor.

3. abra. Az endomysium (EMA), reticulin (ARA) és jejunalis (JEA) antitestek kimutatasa indirekt immun-
fluoreszcens eljarassal, a leggyakrabban alkalmazott szubsztrat szovetek és az azokon észlelhetd jellegzetes
kotédési mintazatok IgA antitestek kimutatédsakor. Az EMA jellemz8&en az izomrostok kérll, a JEA a vékonybél
érhalozata mentén, az ARA racsrostokon mentén kétédik. Nagyitas 200x.

A jejunalis antitestet Karpati Sarolta irta le 1990-ben (Karpdti és mtsai 1990), amikor
dermatitis herpetiformisban illetve coeliakidban szenved6, EMA pozitiv betegek savomintait
normadl fagyasztott vékonybélmetszeteken inkubalta és a megkot6dott IgA antitesteket
értékelte. Hasonld reakciét a betegek vékonybelében Margot Shiner mar 1972-ban
megfigyelt, de akkor még nem gondoltak, hogy a bélben lerakddott IgA specifikus targethez

kotédik (Shiner és mtsai 1972). A harom antitest kimutatdsi mddszerrel a kutaték igen
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hasonld, de altaldban nem teljesen azonos eredményeket kaptak, melyet elsésorban annak
lehetett tulajdonitani, hogy a radgcsald szovetekben lévé antigén nem teljesen azonos a

valddi humdn autoantigénnel (Lock és mtsai 1999).

2, tablazat. Az endomysium és reticulin anttestek kimutatasanak szenzitivitdsa és specificitasa coeliakia klinikai
tunetei miatt vizsgalt felnéttekben és gyermekekben

IgA reticulin IgA endomysium
antitestek (ARA) antitestek (EMA)
Gyermekek Sofensk Kopvalo' B hae™ B Rl
Bottaro 1997 50 25 74 100 96 96
Hallstrom 1989 14 24 100 100 100 100
Kolho 1997 53 114 96 92 94 100
Lerner 1994 34 41 65 100 97 98
Maki 1984 29 245 97 98
Sacchetti 1996 32 42 94 100 97 100
Volta 1991 29 20 52 100 90 100
Felnéttek
Ferreira 1992 21 160 90 99 100 99
Hallstrom 1989 35 145 91 100 91 100
Maki 1991 13 109 92 95 92 95
Sategna-Guidetti 1997 104 94 95 100
Valdimarsson 1996 19 125 74 100
Volta 1991 41 20 44 100 85 100

1997-ben Dieterich és munkatdrsai kimutattdk, hogy a coeliakids betegek savéja reagdl a
TG2 fehérjével, és ezt kovetben a coeliakids antitesteket ELISA eljarassal is mérni lehetett
(Dieterich és mtsai 1997). Ez jelentGs el6relépés volt, mivel az immunfluoreszcens
vizsgdlatok munkaigényesek, specidlis felszerelést és gyakorlott értékel6t igényelnek. A
kezdeti biztaté eredmények (Sulkanen és mtsai 1998, Sblattero és mtsai 2001, Birgin-Wolff
és mtsai 2002) ellenére a gyakorlatban azonban nem mindig megfelel6 az anti-TG2 ELISA
specificitdsa és a prediktiv értéke; ez a klinkai rutinvizsgalatok sordn ma is problémat okoz.
Mig az EMA igen specifikus, a TG2 ELISA eredmények pozitiv prediktiv értékei egyes
intézményekben csak 30-50% koril mozognak (Hopper és mtsai 2007, Lock és mtsai 2004,
Villalta és mtsai 2005), és ezért megnehezitették a TG2 antitest valédi patomechanikai
szerepének megértését. Ugy tiinik, hogy magas specificitdsa miatt az EMA mégsem
nélkilozhetd, jollehet kimutatasdnak biztonsdga az értékel6 gyakorlatol fligg és nem
mindenhol hozzaférheté immunfluoreszcens felszerelést kivan (Sulkanen és mtsai 1998). A
coeliakia antitest kimutatas szélesebb korl alkalmazasdra volna igény (Agardh és mtsai
2004), mivel egyértelm(i, hogy segitségével tobb tlinetszegény beteg ismerhetd fel, mint
kordbban (Bingley és mtsai 2004, Ravikumara és mtsai 2007). A diagndzis felallitasara
azonban tovdbbra is vékonybél szovettani vizsgalata hasznalatos (Agardh és mtsai 2005).
Ugyanakkor egyre tobb adat gylilt 6ssze, hogy a TG2 antitestek jelenléte sokkal
érzékenyebben és korabban jelzi a gluten-érzékenységet, mint a klinikai tinetek vagy a

szovettani eltérések (Kaukinen és mtsai 2000, 2001). Az enyhe szOvettani eltérések (Marsh |
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és Il) azonban nem specifikusak, és csak 10%-ban coeliakia eredetliek. Az extraintesztindlis
manifesztacidk is megnehezitik a hagyomanyos értékelést, mert a betegek egy részének

sulyosabb tlinetei lehetnek egy masik szervben, mint a vékonybélben.

2.2.4 A szoveti (2-es tipusu) transzglutamindz szerkezete és kapcsolata a coeliakiaval

A TG2-specifikus antitestek kotédési helyeinek pontos azonositdsa segithetne keletkezési
mechanizmusuk és bioldgiai hatasuk pontosabb felderitésében és ezzel a betegség
kovetkezményeinek megértésében. Az emberi TG2 enzim 687 aminosavbdl és négy
szerkezeti részbdl, egy N-termindlis beta-red6 doménbdl (1), egy szamos hélixet tartalmazé
kozponti core doménbdl (Il) valamint két C-termindlis, hordé szerkezetl doménbdl (111 és 1V)
all (Fésus és Piacentini 2002). A TG2 fehérje transzamidald (keresztkotd) aktiv centruma a
core doménen, nyugalmi allapotban rejtve helyezkedik el és 3 aminosav (a 277-es cisztein, a
335-6s hisztidin és 358-as aszparaginsav) alkotja. Az enzimreakciéhoz kalcium jelenléte
szikséges. A TG2 fehérje 6 mokelula kalciumot kot meg, ezek kozil egy kot6hely nagy
affinitdsuy, a tobbi alacsony affinitdsu (Kiraly és mtsai 2009). A TG2 keresztkot6 mikodését a
kalciumon kiviil GDP és GTP is szabalyozza, melyek a transzamidalast gatoljak. A GDP a 173,
174, 478, 479 és 580-as aminosavakhoz kotGdik és egy kompakt, csukott szerkezetet tart
fenn (Liu és mtsai 2002), melyben az 516-o0s tirozin és a kornyezetében |évé aminosavak
mintegy fed6t képezve az aktiv hely hozzaférhetfségét gatoljak (pdb kristalyszerkezet:
1KV3). Kalcium jelenlétében a GDP gatlé hatdsa megsziinik, de az aktiv helyet még takarja a
241-es triptofan is, melyet a szubsztrdt megkotése mozdit el. Egy szubsztrdt analodg
inhibitorral kristalyositott forma (Pinkas és mtsai 2007) azt mutatja, az enzimreakcié kozben
a TG2 nyitott format vesz fel, de hogy ez normal szubsztrat esetén meddig tart és milyen
mértékl, nem ismert. A TG2 kalciummal kristdlyositott szerkezete még nem 4ll
rendelkezésre, ugyanis az enzim stabilitdsa ebben formaban csokken, érzékennyé valik
proteolitikus és oxdativ hatasokra, és ezek kdvetkeztében a keresztkoté aktivitds hamar
lecsokken (Stanmaes és munkatarsai 2010).

A B

4. abra. A 2-es tipusu transzglutaminaz (TG2) csukott és nyitott kristalyszerkezete (Pinkas 2007). Az [.domén
kék, a ll.domén zdld, a lll.domén sarga, a IV. domén piros.
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Intracelluldrisan, ahol a kdlcium koncentracid alacsony, a TG2 GDP-kotott formaban fordul
el6 és GTP-az mikodést végez, mint az adrenergls receptorokhoz kapcsolt G-protein. Az
extracellularis térben a TG2 a fibronectinnel, integrinekkel és proteoglikdnokkal (syndecan
4) komplexet képez a sejtfelszinen és segiti a sejtek adhézidjat (Wang és Griffin 2012a). A
fibronectinhez vald kot6désért az elsé 7 aminosav valamint a 94-es és 97-es aszparaginsav
felel6s. A TG2 nem a szokdsos szekretoros uton keril ki a sejtekbdl, hanem feltehet6en a
fibronectinhez vagy a syndecan 4 —hez kétSdve (Belkin 2011, Wang Z és mtsai 2012b).

Az eddig végzett, TG2 fragmenteket hasznaléd 3 nagyobb epitéptérképezési tanulmany
(Seissler és mtsai 2001, Sblattero és mtsai 2002, Nakachi és mtsai 2004) |ényegében hasonlé
eredményt adott: nem taldltak kitiintetett epitdpot, a coeliakids betegsavdok tébb, néha
egymashoz képest komplementer szakaszt is felismertek (5. abra).

[ N:1-139 | CORE: 140-454 [ [ Cl: 479-585 C2: 586-687 |
Seissler és mtsai 2001
1-687 | —
1-473 I —
1-347 I
1-281 I
1227 (I
14-347 I
46-648 I
227473 (I
227-687
473-687 I
497-687
473-643 I

[ N:1-139 | CORE: 140-454 [ [CI: 479-585 C2:586-687 ]
Sblattero és mtsai 2002
1-687 | —
3:1-585 I
2: 1-478 I
1: 1-454 (I —
11: 1-376 I
12: 1269
4: 140-454 I
5: 140-478 (I
6: 140-585 I
7: 140-687 I
8:269-687 I
9: 376-687 I
10: 448-687 (I

[ N:1-139 ] CORE: 140-454 [ [CI:479-585] C2: 586-687
Nakachi és mtsai 2004
1-687 | ——
1-628 | —
1-491 [
1-400 I
90-687 I
172-687
207-687
281-687 (I
356-687 I
399-687 I

5. abra. A coeliakias anti-TG2 antitestek kétddése rekombinans TG2 fragmentekhez. A szinskala a koétédés
csOkkenését jelzi. Domeének: 1:1-139, 11:140-454, 111:479-585, 1V:586-687. A 456-478 egy 0sszekotd szakasz.
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Ezek a vizsgdlati eredmények a molekula N-termindlis végén és a C-termindlis végén is
mutatnak fontos kot6helyeket, ugyanakkor a core domain és annak szerkezeti épsége is
fontosnak latszik. Egy masik kdzleményben (Byrne és mtsai 2007) a coeliakias IgA antitestek
kotédésének csokkenését észlelték az enzim aktiv helyét alkoté 3 aminosav alaninra torténd
cseréje utdn. Tovabbi mutansokkal végzett vizsgdlatokban a felnStt és gyermek coeliakids
betegek mintdi a molekula kiilonb6z6 helyeivel mutattak antitest reaktivitast (Tiberti és
mtsai 2003, Comerford és mtsai 2012). Az eredmények kétféleképpen interpretalhatok:
vagy tobb kotShely van, vagy az epitépok konformadcidosak. Utdbbi mellett szdl az, hogy a
coeliakia antitestek rosszul kot6édnek, ha az enzimet denaturaljuk (Sulkanen és mtsai 2008,

Ni Niro és mtsai 2005). Ezért a f6 epitépokat még érdemes tovabb keresni.

2.2.4. A coeliakia allatmodelljei

Klinikai gluten-érzékenységet tobbféle modellben is megfigyeltek vagy létrehoztak, példaul
ir szetter kutydkon (Batt és mtsai 1992) gliadinnal immunizalt egerekben (Troncone és
Ferguson, 1991), Rhesus majmokon (Bethune és mtsai 2008). Azonban a coeliakiara
jellemzd fontos tényez6k koziil egyesek hidnyoztak és a jellegzetes boholyatrdfia és az anti-
TG2 antitestek egyilttes termelése egyiknél sem jott létre. A kutydknak nem voltak
jellegzetes DQ markerei és csak enyhén rovidilt volt a boholyszerkezet, az egerekben nem
alakult ki boholykdrosodas, a majmokndl f6ként csak gliadin antitestek voltak jelen IgG
tipusban, a TG2 fehérjével pedig nem volt meggy6z6 a reakcié. Egy human DQS8 transzgén
NOD egereken kialakitott dermatitis herpetiformis modellben létrejottek gluten-dependens
TG3 elleni kering6 antitestek, melyek a b6érben lerakédtak, de a vékonybélben boholyatréfia
nem alakult ki (Marietta és mtsai 2004). Nem lehetett |étrehozni boholyatréfidat DQ2
transzgén egereken gliadin-specifikus CD4 pozitiv sejtek passziv bevitelével sem (de Kauwe
2009). Coeliakidhoz hasonld boholyszerkezeti eltérések mérsékelt formajat észlelték olyan
modellekben, ahol a gluten mellett gyullaskeltd ingereket vagy fokozott IL15 expressziot
hoztak létre (D’Arienzo és mtsai 2009, Freitag és mtsai 2009, De Paolo és mtsai 2009).

Egerekben megprdobaltak vektorokkal coeliakia antitestek kozvetleniil termeltetni, de ez
anti-idiotipikus valaszt okozott, mely eliminalta a vérbdl az antitesteket (Di Niro és mtsai
2008). Ezért eddig nem sikerilt olyan allatmodellt Iétrehozni, melyben a coeliakiara jellemzé

anti-TG2 antitestek termelése és hatdsai tanulmanyozhatok lennének.

2.3. Diagnazis és kezelés

A diagnozis feldllitdsanak szokasos rendje manapsdag a betegek elsé vizsgalata az antitestek
kimutatasaval, majd a pozitiv antitest eredményl betegeknél a vékonybél szbvettani
vizsgdlat elvégzése és a vékonybélben lév6 boholykdrosodas igazoldsa (Hill és mtsai 2005).

Az esetek mintegy 90%-dban a diagndzis egyszerl.A malabszorpcidoban szenvedd betegeknél
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az antitest eredményektdl fliggetleniil vékonybélbiopszidt célszerli végezni. Mivel a
diagndzis és a kezelési javaslat életre szdl, a diagndzis felallitdsa nagy koriltekintést igényel.
Az IgA hidny vizsgalandd, és ha fennall, az antitest tesztek értékelésénél ezt figyelembe kell
venni (Husby és mtsai 2012). Nagyon fontos, hogy a beteg ne kezdjen glutenmentes diétat a
diagnosztikus folyamat lezdsara el6tt. Az antitest vizsgdlatok nagyszamu olyan beteg
felismerését teszik lehetévé, akiknél nincsenek sulyos tiinetek, és a boholyszerekezet sem
teljesen ellapult. Normal vékonybélszerkezet és antitest pozitivitas esetén a betegeket
kovetni kell, mert az allapot progredidlhat (Kurppa és mtsai 2009).

A szOvettani vizsgalatnal fontos a minta megfelel orientdcidja és felszin a tagoltsaganak
megfigyelése. Ma altaldban a Marsh stadiumok haszndlatat javasoljdk (Husby és mtsai
2012). Korai jel lehet a kriptak megnyulasa, mig az intraepitelialis limfocitdk felszaporodasa
(>25/100 hamsejt) boholykarosodas esetén sincs mindig jelen. Ujabb vizsgédlatok ugy
talaltdk, hogy a boholycsicsban szamolt 18/100 hamsejt hatarérték jobban alkalmas

meg0brzott strdktira esetén a gluten-érzékenyek és HLA-DQ2 és DQS8 negativ kontrollok

elkiilonitésére (Pellegrino és mtsai 2011).

i wae
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6. abra. A vékonybél szerkezeti atépulésének fokozatai. Marsh I: normal struktura, fokozott intraepitelialis
limfocitaszam (A), Marsh II: megtartott hosszusagu bolyhok, meghosszabbodott kriptak, boholy/kripta arany 1.5-2
(B), Marsh IlIA: megrévidult bolyhok, boholy/kripta arany 1 koérdli (C), Marsh [lIB: alacsony kiemelkedések,
megnyult kriptak, a boholy/kripta arany 0.5 alatt, subtotalis boholyatréfia (D).

v g

2.3.1. Diagnosztikus kritériumok

Az coeliakia els6 diagnosztikus kritériumait az Eurdpai Gyermekgasztroenteroldgiai és
Téaplalkozdstudomanyi Tarsasag (ESPGAN, 1997-t6l ESPGHAN a Hepatoldgia csatlakozdasa
folytan) interlakeni kongresszusan Adllapitottdk meg (Meeuwisse 1969). Ez a
kritériumrendszer a sulyos boholyatréfia szovettani kimutatasat és glutenfliggéségének
igazolasat irta elS legaldbb 3 vékonybélbiopszia elvégzésével (kezdeti koros, glutenmentes
diéta utdn regeneracidé, Ujabb glutenfogyasztdsi idGszak utdn szovettani relapszus). A
kritériumok nagy Ujitdsa volt, hogy a coeliakidt életre szélé gluten-intoleranciaként
definidlta és a diagndzist teljesen hisztoldgiai alapokra helyezte, azaz egyaltaldn nem
szerepeltette benne klinikai tineteket. Abban az id6ben csak olyanokat vizsgaltak ki
coeliakia irdnyaban, akiknek egyértelm( felszivéddsi zavara volt, a betegek tulnyomod
tobbsége 2 év koriili kisgyermek volt, akiknél viszont mas felszivdédasi zavart okozd kérképek
(tehéntej-enteropatia, giardia fert6zés) is gyakoriak voltak (kozel 30%). A coeliakia

autoantitesteket és a DQ szerepét ekkor még nem ismerték. Jogos volt ezért a gluten
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provokalé hatdsat és az intolencia permanens voltdnak igazolasat megkovetelni a diagndzis
véglegesitéséhez, melyet az egész életre sz4lo diétas javaslat kovetett. Az interlakeni
diagnosztikus kritériumok 20 évig voltak haszndlatban. Megbizhatdésdgukat sosem
kérdGjelezték meg, de egyaltaldn nem lehetett Gket teljesiteni, ha a beteg diétas
egylttmdkodésének hidnyaban a szovettani remisszid nem jott létre. A glutenterhelés is
gyakran elhuzédott, mert a coeliakiat csak két vagy tobb év szabad étkezés utani vizsgalattal
lehetett kizarni. A reticulin antitestek bevezetése, a coeliakia megjelenésének kés6bbi
életkorra tolddasa, a javuld higiénés viszonyok, a korszerl csecsemétapszerek hasznalata és
a tejallergia javuld megel6zése jelentGsen lecsokkentette a nem coeliakia eredetd
felszivodasi zavar elGforduldsat. Ezért a sulyos boholyatréfidval 2 éves életkor felett
jelentkez6 betegek kozel 95%-a valdban coeliakids volt és a glutenterhelés soran visszaesett.
Ezért 1990-t61 az ESPGHAN a kritériumokat ugy moddositotta, hogy elegend6é a kezdeti,
egyértelml boholyatrofia szovettani igazoldsa, ha a beteg 2 évesnél id6sebb, mas
diffencidldiagnosztikai probléma nem meriil fel és a glutenmentes diéta mellett a tinetek
megszlinnek. Tovabbra is el kellett végezni a diéta melletti masodik biopsziat, ha nem voltak
kezdetben tinetek, (példaul szeroldgiai vizsgalattal kiszlirt csaladtagoknal) illetve az egyéb
betegségek kizdrasara a glutenterhelést, ha a beteg két évesnél fiatalabb volt. A
szeropozitivitds nem volt a kritériumok része, mert ebben az id6szakban f6ként az alacsony
megbizhatdsagu gliadin antitestek alltak rendelkezésre és csak kevés centrum tudott ARA-t
vagy EMA-t vizsgalni. A reform igy nem az antitestek nagyobb megbizhatésdgan, hanem
epidemioldgiai megfontolasokon nyugodott. Magyarorszdgon az eredeti interlaken folyamat
1995-ig kotelezd volt, amig az EMA tipusu vizsgalatok elterjedtek. Az 1990-es ESPGHAN
kritériumokat vette 4t az Eszak-Amerikai Gyermekgasztroenteroldgiai Tarsasag (NASPGHAN,
Hill és mtsai 2005) valamint alapjaiban a feln6tt ellatas is, azzal a kiilonbséggel, hogy mar
nem csak az un. flat mucosat (Marsh IlIB tekintette meggy6z6 szovettani leletnek, hanem a
parcidlis boholyatrofiat (Marsh 1lIA) is. Napjainkban az antitestvizsgalatok folytan
lényegesen enyhébb tlinetekkel diagnosztizdlunk betegeket. Bar nagy tobbségiliknél a
legaldbb Marsh Ill fokozatu karosodas jelen van a vékonybélben, egyes betegeknél a
vékonybéleltérések foltosak, vagy a bolyhok bizonyos ideig megtartottak. Kideriilt viszont,
hogy ezeknek a betegeknek dontéen extraintesztindlis manifesztacioja is lehet (dermatitis
herpetiformis, ataxia) vagy olyan gasztrointesztindlis tlinetei, melyek glutenmentes diétara
reagalhatnak (Kaukinen és mtsai 2001). Erre tobbnyire a vérben kimutathatd anti-TG2
antitestek hivjak fel a figyelmet. Az antitesteknek viszont lehetnek fals pozitiv és fals negativ
eredményei, de fény derilt arra is, hogy a patholdgiai értékelés is variabilis, a metszetek
rossz orientaciéja miatt tévedhet és gyenge az egyes vizsgaldk kozott egyezés (Corazza
2005).
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Ezért sziikségesnek latszik a coeliakia deficiniéjanak bdGvitése, mely felé az elsé |épést az
ESPGHAN 2011 decemberében azzal tette, hogy coeliakidt olyan gluten altal provokalt
immunfolyamatként definidlta, mely gluten-dependens klinikai tlinetek, TG2 elleni
antitestvalasz, kompatibilis HLA DQ markerek és enteropatia valtozé kombinacidjaként jon
létre. Az ESPGHAN Uj, 2011-es ajanldsa szerint (Husby és mtsai 2012) a diagndzisban a
szovettani vizsgalat és a specifikus antitestek pozitivitdsa (EMA, anti-TG2 és DGP) egyforman
fontos szerepet jatszik, és a szeronegativ vagy DQ2 és DQ8 negativ betegeknél sziikség lehet
hagyomanyos glutenterhelésre. Szovettani vizsgdlatot kell tovabbra is végezni a diagnodzis
feldllitasdhoz, ha csak szeropozitivitas van, de nincsenek coeliakidnak tulajdonithatd tiinetek
vagy egyéb klinikai jelek, vagy ha az antitestek szérumszintje alacsony. Mivel a magas anti-
TG2 antitest szintek és EMA pozitivitds egylittes prediktiv ereje nagyon magas (Husby és
mtsai 2012, Giersiepen és mtsai 2012), ezek egyittes fenndlldsa és coeliakidnak
tulajdonithaté klinikai tiinetek vagy jelek esetén a gyermekgasztroenterolégus a csaladdal
vald megbeszélést kovetSen vékonybélbiopszia és szovettani vizsgdlat nélkiil is felallithatja a
coeliakia diagndzisat. Ezekben az esetekben ajanlott a diagndzis aldtamasztasara a HLA-DQ
markerek tipizadlasa is. Az Uj diagnosztikus javaslat életbe lépett, de mukodése tovabbi,

lehet6leg prospektiv vizsgdlatot igényel.

2.3.2. Esetfelismerési statégia

A coeliakia felismerését illetve diagnosztizaltsagat dontGen az szabja meg, hogy gondolnak-e
rd és sor keril-e antitestkimutatasra. Ha a tarsadalomban a coeliakia ismertsége javul, a
diagndézisok szama jelentésen emelkedik (Virta és mtsai 2009). Az emésztGszervi tlinetek
miatt jelentkez6k, csaladtagok, autoimmun betegségekben (1-es tipusu diabetes,
pajzsmirigybetegségek) aktiv szlirése javasolt (Husby és mtsai 2012). Az els6foku rokonok
szisztematikus szlirésével a felismert betegek szdma 15-20%-al is novelhet6 (Korponay-
Szabd és mtsai 1998). Az atlagnépesség szlirésének indokoltsdga vitatott, mert a globdlis
mortalitds és morbititds emelkedettség a fel nem ismert coeliakidsok korében az Uj
vizsgdlatok szerint alacsonyabb, mint azt korabban gondoltdk (Tio és mtsai 2011).
Elképzelheté azonban, hogy krénikus betegséget fenntartd szervi manifesztaciok esetén
(vese, madj, idegrendszeri) a betegek jelentGs részénél a coeliakia diagnézis nem sziiletik

meg, és ezért az ilyen irdnyu adatokban nem szerepelnek.

2.3.3. Kezelés

A coeliakia egyetlen bizonyitottan hatasos kezelése a glutenmentes diéta, melyet a
betegnek egész életében tartania kell. A diéta betartasa nem konnyd, a betegek rendszeres
gondozast, monitorizalast igényelnek. Ha ez elmarad, gyakori a diéta abbahagydsa vagy

hulldmzo mértékd betartasa, mely tobbnyire tinetmentességgel jar. Az ilyen betegeknél a
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vékonybélben gyakran ismét kialakul a boholyatréfia, és szérumban is megjelenhetnek az
anti-TG2 antitestek. A szérum antitest vizsgalatok azonban nem elég érzékenyek az alkalmi
diétahibdk felderitésére, mert az immunfolyamat a bélben zajlik és az antitestek nem
azonnal jutnak a keringésbe.

A diéta betartdsanak nehézségei miatt egyéb attraktiv kezelés eljarasok kiprébalasa és
értékelése folyik (Rashtak és mtsai 2012). Egyrészt a nem jél emészt6d6 gliadin peptidek
tovabbi bontasdra javasoltak microbidlis enzimeket (Shan és mtsai 2002) vagy probiotikus
baktériumtorzseket (D’Arienzo és mtsai 2009). Egy masik lehetfség a DQ2 kotShelyeinek
blokkoldsa nagy affinitdssal kot6d6, de a T-sejtek szamara k6zomos peptidekkel (Jise és
mtsai 2011).
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3. CELKITUZESEK

Altaldanos megfontolasok

Munkdm sordn a coeliakia autoantitestek kilonleges sajatossagaibdl kiindulva a
betegségben betoltott szerepiket komplex moddon, a transzglutaminadz és a sejtes
alapkutatdstdl a klinikai ellatdson keresztil a diagnosztikus kovetelmények értékeléséig
kivantam vizsgdlni. Mivel ezek az antitestek coeliakia esetén gyakorlatilag minden betegnél
kialakulnak és mindig foként a transzglutaminaz ellen irdnyulnak, keletkezésiik és
hatdsmechanizmusuk megértése kulcsfontossagl nemcsak a betegségrdl alkotott kép helyes
kialakitdsahoz, hanem ahhoz is, hogy a betegekben zajlé folyamatokat klinikai célbdl jobban
monitorizalni tudjuk, esetleg kedvezdbb terapids lehetGségeket alakitsunk ki. A gluten-
érzékenységet illetve a boholyatréfiat okozo alapvet6 eltérés, az eredend6 ok még mindig
nem ismert, habar joggal gondolhatjuk, hogy a folyamat genetikai alapokon nyugszik és a T
sejtes immunvalaszon dél el. Ezeken a terlileteken az elmult években nagy horderejl
eredmények szilettek egy rendkivil kompetitiv, szdmos nagy és neves kutatécsoport
részvételével zajlé kutatasban, viszont uUgy érzem, hogy még mindig kevéssé keriltek
felhaszndlasra az antitestekre vonatkozdé megfigyelések, melyek betegkozelbdl évtizedek 6ta
nyilvanvaléak. Ezért elsGdleges célom az antitestekre vonatkozd alapveté kérdések
vizsgdlata és tisztdzdsa volt, valamint ezeknek az eredményeknek az integrdlasa a
transzglutaminazzal kapcsolatos molekularis bioldgiai és élettani ismeretekbe, abban a
reményben, hogy azok kés6bb a kozvetlen gliadinnal és genetikaval kapcsolatos kutatasban
is alkalmazhatok lesznek. Masik irdnyban viszont az volt a célom, hogy ezek az ismeretek a
klinikai felhasznalékhoz is eljussanak, mivel a coeliakia abban is kiilénleges, hogy az
antitestek ,latasa” sokkal tobb klinikai informaciotartalmat hordoz, mint a szokasos orvos-
beteg kapcsolatban kideril6 anamnesztikus adatok vagy a fizikdlis vizsgalati jelek. Az
antitestek vizsgdlataval kapcsolatos technikai kérdések megfelel6 uraldsa ezért nagyon
fontos a betegellatds effektivitdsa szdmara is. Kiemelten fontos azt is kutatni, hogy van-e
lehet6ség arra, hogy a diagnosztikus folyamatot meggyorsitsuk és invazivitasat redukaljuk.
Ma a betegeink jelentékeny része (amennyiben az antitesteket tényleg jél hasznaljuk) egyre
fiatalabb életkori gyermek, akiknél a minél egyszerlbb, kiméletesebb, de id6talld és

megbizhato diagnodzisra kell térekedni.
Specifikus célkitlizések

1. Az immunfluoreszcens mddszerrel detektalhatd hagyomdanyos coeliakia

autoantitestek (endomysium, reticulin, jejundlis antitestek) antigénjének vizsgalata,
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azonos-e a 2-es tipusu traszglutamindz enzimmel, milyen kiilonbségek vannak az

egyes antitestek kozott

A 2-es tipusu transzglutamindz szerkezetének és coeliakidban keletkez6é anti-TG2
antitestek kotddési epitopjainak vizsgalata, Osszehasonlitds a deamidalt gliadin

peptid elleni ellenanyagokkal

A coeliakia autoantitestek keletkezési mechanizmusdnak és patogenetikai
szerepének vizsgdlata, kotGdésiik detektaldsara és bioldgiai hatdsuk mérésére

alkalmas vizsgalati eljarasok és kisérletes rendszerek kifejlesztése és tesztelése

A coeliakia szeroldgiai diagnosztikdjaban alkalmazhatd ELISA eljarasok kifejlesztése

és klinikai értékelése

Szelektiv IgA hidnyban szenvedGk értékelésére alkalmas antitest kimutatasi eljarasok

kidolgozasa és értékelése

Coeliakia antitestek helyszini és gyors kimutatdsara alkalmas tesztek kifejlesztése,

értékelése és klinikai alkalmazasa

Reprezentativ epidemioldgiai felmérés a magyar népességben a coeliakia

el6fordulasanak megallapitasara

Coeliakidra hajlamosité genetikai markerek azonositdsa, esetleges diagnosztikus

alkalmazasuk felmérése

A neminvaziv diagnodzis lehetGségeinek vizsgalata, az antitest kimutatasi médszerek

megbizhatdsdganak értékelése, diagnosztikus score létrehozdsa
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4. BETEGEK ES MODSZEREK

4.1 Betegek

Coeliakia gyanuja miatt jelentkez6 klinikai betegeket, csalddtagokat és mas autoimmun
betegség miatt veszélyeztett betegeket, valamint normal populaciét vizsgaltunk. Az egyes
tanulmanyokban szereplé betegek szamat és fontosabb adatait a 3. tablazatban foglaltam
Ossze. A prospektiv tanulmanyokban magyar és finn betegek vettek részt.

A coeliakia diagndzisat minden esetben vékonybélbiopszidval és szovettani vizsgalattal
allitottuk fel. Dermatitis herpetiformis diagndzisat a bdér direkt immunfluoreszcens
vizsgdlatdval dllapitottuk meg, granuldris IgA csapadék jelenléte alapjan a dermalis
papilldkban. A diagnosztikus vizsgdlatok értékelésénél olyan kontrollcsoportokat
alkalmaztunk (az IgA hidnyosok egy részét kivéve), akiknek normal vékonybél szovettani
lelete volt vagy atmeneti boholykarosodasa, ami diéta nélkiil is megsz(int. Latens coeliakia
diagndzisat akkor allapitottuk meg, ha a betegnek az els6 vizsgalat idején nem volt

boholyatrdfidja, de az a késGbbiekben kialakult.

3. tablazat. A tanulmanyokban szerepld betegek attekintése

Tanulmany CD Kontroll Egyéb/ Eletkor Populacié
megjegyzés
Sulkanen 1998 136 207 gyermek+felnétt finn
(*38)
Korponay-Szabd 1999 [5] - 427 populacio gyermek (3-5év) magyar
Korponay-Szabo 2001 261 - csak pozitiv gyermek magyar
(*696) vérmintak
Karell 2002 334 25 CD/DH genetikai vizsgdlat | magyar, finn
testvérek
Korponay-Szabo 2003a | 61 34 40 DH gyermek+felnétt magyar
Korponay-Szabo 2003b | 78 73 174 IgA gyermek+felnétt Magyar  (és
hianyos vérado finn véraddk)
Korponay-Szabd 2004 21 12 latens és DH gyermek magyar
Korponay-Szabo 2005 137 65 84 csaladtag gyermek+felnétt magyar
(*263)
Collin 2005 144 127 gyermek+felnétt 9 orszag
Kaukinen 2005 18 34 41 magas IEL felnétt finn
eset
Hadjivassiliou 2006 9 7 gluten ataxia feln6tt angol
Kiraly 2006 25 3 enzimmérések gyermek+felnétt magyar
Raivio 2006 121 107 gyermek+felnétt magyar, finn
(*106)
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Salmi 2006a [17] [30] 75 prospektiv gyermek+felnétt finn
Salmi 2006b 177 20 felnétt finn
Kapitany 2006 [43] [27] 70 prospektiv serduiilé magyar
Raivio 2007 51(*48) | 36 felnétt finn
Korponay-Szab6 2007 [32] - 2690 populacié | gyermek (6 éves) magyar
Korponay-Szab6 2008 74 65 gyermek+felnétt magyar
Nemes 2008 128 113 serdilé magyar
Papp 2008 712 384 gyermek+felnétt magyar
Dezs6fi 2008 147 2080 80 T1DM gyermek magyar
Koskinen L 2008 1259 897 genetikai vizsgdlat | magyar, finn
Koskinen O 2008 13+[28] | 42 48 prospektiv finn
Stenman 2008 5(*20) | 6 szovetkultura felnott finn
Raivio 2008 150 107 gyermek+felnétt magyar, finn
Haimila 2009 1473 678 360 IgA/CVID genetikai vizsgdlat | magyar, finn,
olasz, svéd
Koskinen L 2009a 1638 1385 genetikai vizsgdlat | magyar, finn,
holland
Sareneva 2009 1347 1383 genetikai vizsgdlat | magyar, finn,
olasz
Einarsdottir 2009 1787 2409 803 IBD, genetikai vizsgdlat | magyar, finn,
385 psoriasis olasz, svéd
Koskinen L 2009b 1290 1637 genetikai vizsgdlat | magyar, finn,
olasz
Koskinen L 2009c 923 579 genetikai vizsgdlat | magyar, finn
Koskinen O 2009 33 - glutenterhelés gyermek finn
Papp 2009 190 48 100 egészséges | felnbtt magyar
(*30)
Dahlbom 2010 170 131 134 DH gyermek+felnétt magyar
(*20)
Dubois 2010 9451 16434 genetikai vizsgdlat | 9 orszag
Einarsdottir 2011a 1661 1471 genetikai vizsgdlat | magyar, finn,
holland
Einarsdottir 2011b 884 838 genetikai vizsgdlat | magyar, finn
Korponay-Szab6 2011 3872 1061 gyermek+felnétt magyar
Simon-Vecsei 2012 216 56 gyermek+felnétt magyar
(*22)
Giersiepen 2012 1876 1234 gyermek metaanalizis

CD:coeliakia,*kezelt, DH: dermatitis herpetiformis, IBD: gyulladasos bélbetegég, IgA/CVID: IgA hiany és common
variable immunodeficiency. Szdgletes zarojelben a propektiv tanulmanyokban diagnosztizalt, kisz(irt betegek
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A diétat és terapids készitményt vizsgdld tanulmanyokban a betegekkel a fogyasztott
ételekrél napldt irattunk. Az iskolai védGoltas utan non-responder serdiil6knek Engerix™
Ujraoltast adtunk. A helyszini gyorsteszteket a rendel6ben vagy a szliréseknél az dvodaban

ujjbegybdl vett vérbdl végeztiik el.

4.2 Antitestek

A vizsgalatokban szérummintakat, friss és fagyasztva tarolt (-20 és -70C) teljes vért, tisztitott
antitest frakcidkat (6ssz IgA, 1gG), TG2 antigénnel tisztitott IgA és IgG, valamint fagban
kifejezett egylancu antitesteket hasznaltunk.

A felhasznalt egér monoklonalis anti-TG2 antitestek leirdsat a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat. A tanulmanyokban hasznalt monoklonalis anti-TG2 antitestek attekintése

Klén Immunogén Epitép (@aminosavak) | Forras

CUB7402 Tengerimalac TG2 447-478 NeoMarkers, Fremont, USA

TG100 Tengerimalac TG2 447-538

G92.1.2 Tengerimalac TG2 1-14 Laszlo Lorand, Northwestern

H23.1.2 Human vorosvérsejt TG2 433-438 University  Feinberg ~ Medical
School, Chicago, USA

885 Human rekombinans TG2 153 Phadia, Uppsala, Sweden

890 Human recombinans TG2 Il. domén

895 Human recombinans TG2 649-687

896 Human recombinans TG2 649-687

901 Human recombinans TG2 Il. domén

925 Human recombinans TG2 Il. domén

3.3.1 Human recombinans TG2 Ill.domén In-Gyu Kim, Seoul National

University College of Medicine,
Seoul, Korea

4E1 Human recombinans TG2 637-648 Fernando Chirdo, University of
La Plata, Argentina

6B9 Human T limfocita l.domén Thomas Issekutz, Dalhousie
University, Halifax, NS, Canada
4G3 Human recombinans TG2 1-165 Alexey Belkin, Baltimore, USA

Az egylancu antitesteket (ScFvs) antitest kényvtarbdl Daniele Sblattero és munkatasai készitették
(Trieszti Egyetem) vékonybélbiopszids mintak teljes RNS mintajat cDNS-re atirva (Marzari 2001),
majd a varidbilis immunglobulin régidkat (V) specifikus primerekkel felsokszorozva és egylancu

antitestté dsszeallitva. Az anti-TG2 specifikus antitestek szelekciéjat fag display technikdval végeztiik.

4.3 Rekombinans transzglutaminaz 2 proteinek és mutansok készitése, tesztelése
Teljes hosszlsagu (1-687 aminosav) TG2 fehérjét N-terminalis His-taggel és GST fuziés formaban
készitettliink Rosetta 2 E. coli sejtekben (Novagen, Darmstadt, Germany). A pGEX-2T-TG2 DNS-t

(Ambrus és mtsai 2001) specifikus primerekkel (primer 1, 5’-gac gacgacaagatgagaatt cag accatggcc
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gag gagctg g — 3, and primer 2, 5’- gag gagaag ccc ggttgaattcggttaggcggggccaat gat gac — 3’)
amplifikaltunk éa pET-30 Ek/LIC Vectorba klonoztuk &Sket. A TG2 mutansokat QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kittel készitettiik (Stratagene, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
USA), a domén mutansokat pcDNA 3.1/myc-His mammalian expression vector (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) felhasznalasaval fejeztik ki az alabbiak szerint: A/ 1+11+11l (aa 1-584), B/ I+11+IV (aa 1-471 and
585-687), C/ II+llI4+IV (aa 139-687), D/ I+lII4+IV (aa 1-138 and 472-687), and E/ csak His-tag. A
templatokat Soichi Kojima professzortél kaptuk (Molecular Cellular Pathology Research Unit, RIKEN,
Wako, Saitama, Japan). A mutansok DNS szekvenciajat ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzeren
ellendriztiik. A rekombinans fehérjék termelését 5 6ran at 20°C fokon 0.3 mM isopropyl D-beta-
thiogalactosid mellett indukaltuk. A sejteket kot6 puffer + 10% (v/v) glycerol, 1% (v/v) Triton X-100
és 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (kot6 pufffer: 50 mM Na-foszfat (pH 7.8), 500 mM
NaCl, 20 mM imidazol, 20 mM beta-mercaptoethanol) jelenlétében tartuk fel, majd ProBond Ni-NTA
resin (Invitrogene) oszlopon tisztitottuk. Imidazol eludlast kévetéen AmiconCentricon-YM 50 MW
(Millipore, Billerica, MA, USA) membranon koncentraltuk, majd 20 mM Tris-HCI, pH 7.2, with 150
mM NaCl, 1 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM EDTA + 10% (v/v) glycerol pufferben -70°C fokon

taroltuk. A mutansok mindségét standard Western blottal és enzimaktivitas méréssel ellendriztiik.

4.3.1. Transzglutamindaz és GTP-az aktivitas mérése

A transzglutaminaz aktivitast mikrotitralé lemezen 5-(biotinamido) pentylamin (Invitrogen) N,N-
dimetilkazeinbe torténd beépitésével, folyadékfazisu esszével és putreszcin inkorporacioval mértik
5 mM CaCl2 jelenlétében 10 és 30 perc kozott. A GTPAz aktivitast a charcoal mdédszerrel mértik
(Kiraly és mtsai 2006).

4.3.2. Molekularis modellezés

A TG2 (PDB code: 1KV3) és a TG3 (PDB code: 1VIJJ) ismert kristalyszerkezetét felhasznalva teljes
hosszi TG2 modellt épitettiink fel (Bagossi Péter). Az 1KV3 szerkezetbdl hianyzanak az 1-14, 44-55 és
123-132 aminosavat, ezeket a TG3 hasonld részeibdl illesztettiik be a Modeller program (Sali és
Blundell 1993) a multiple templat mddszerérel. A grafikus méréseket Silicon Graphics Fuel és Sybyl
és VMD programcsomaggal végeztik (Tripos International, St. Louis, MO, USA illetve Humphrey és
mtsai 1996).

4.4. ELISA mérések

Anti-TG2 ELISA

A vizsgalatokhoz Maxisorp felszin mikrotitrald lemezeket hasznaltunk (Maxisorp, Nunc, Thermo
Fisher Scientific, Fremont, CA, USA). A TG2 antigén felktott mennyisége 0.2 ug-0.6 ug/vajulat kozo6tt
véltozott, 5 mM CaCl, tartalmu (pH 7.4) tris pufferben (TBS). (Ca-TBS). A TG2 denaturalasanak
vizsgalatakor 8 M ureat vagy 6 M Guanidine-HCI-t adtunk a lemezhez, a nyitott forma elérésére 200
umol R281 vagy R283 inhibitort a kotés alatt. A lemezek blokkolasara 0.1% (v/v) Tween20 és 10 mM
EDTA (TTBS+EDTA) oldatot és mosasokat hasznaltunk. A szérummintak és monoklonalis egér
antitestek higitdsa a klinikai vizsgdlatokban 1:101, a kutatasi vizsgalatokban 1:20-1:2000 k&z6tt volt.
Az egylancu antitesteket bakteridlis felliliszé vagy tisztitott formdban hasznaltuk és 30-60 percig

inkubaltuk. A masodik antitestek tormaperoxiddzzal jel6lt anti-IgA, anti-IgG, anti-egér, anti-nyul
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antitestek voltak, a vizsgalt antitestek tipusatdl fiiggéen (1:4000; DAKO AS, Glostrup, Denmark). A
szinreakciot a kezdeti vizsgalatoknal 100 pL orto-feniléndiaminnal (OPD), a késébbiekben 3,3’,5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) szubsztrattal hivtuk el és 10-30 perc utan 50 pL 1 N H2S04 hozzaadasaval
allitottuk le. Az abszorbanciat TMB esetén 450 nm-n, OPD esetén 480 nm-n olvastuk le.

MegfelelS antitestekbdl (TG100 monoklonadlis anti-TG2, klinikai vizsgalatoknal betegsavd vagy gyari
IgA standard, Celikey™, Phadia GmbH, Freiburg, Németorszag, Quanta Lite, Inova, San Diego, USA)
standard higitdsokat és kalibraciés gorbét készitettiink és a mért abszorbancia értékeket 4
paraméteres illesztéssel relativ koncentracidra szdmoltuk at, amit a standard %-dban adtunk meg. A
klinikai vizsgdlatokban a koszobértéket coeliakids és kontroll betegek mintdival készitett receiver

operated characteristrics (ROC) gorbével hataroztuk meg.

Indirekt ELISA, fibronectin-TG2 és gelatin-TG2 ELISA

A mikrotitrdld lemezre bicarbondt pufferben 0.3 pg human fibronectint vagy gelatint kotottiink
szobahdn 1 dra hosszat, majd mosas utan 0.6-0.8 pug TG2 fehérjét adtunk hozza 5 mM CaCl2 és 0.1%
(v/v) Tween 20 tartalmi oldatban. Az ELISA-t a TG2 ELISA leirdsnak megfelel6en folytattuk. A
vorosvérsejt TG2 megkotésére a mikrotitrdld lemezt bicarbonat pufferben 1:2000-5000 higitott IgA
hidnyos coeliakias savdval vagy IgA hidnyos savobdl tisztitott I1gG anti-TG2 antitesttel inkubaltuk,
majd TTBS+EDTA mosas utdn a lemezhez 100 ul hypotonias oldattal lizalt vvs concentratumot
(fehérvérsejt és vérlemezke szegény CPD oldatban, helyi vérellatébdl) adtunk 1:100 higitdsban 30
percig 2.5 mM CaCl2 és 0.1% (v/v) Tween 20 tartalmu oldatban, majd az ELISA eljarast az TG2 ELISA
szerint folytattuk.

Kompeticids vizsgalatok

A mikrotitrdld lemezre kotott vad tipusu vagy mutdns rekombindns TG2 antigént a vizsgalando
antitesttel inkubaltuk oldatban Iévé kilénb6z6 koncentracidju kompetitor jelenlétében. Az egylancu
antitestek kompeticidjahoz M13 faggal kifejezett antitesteket hasznaltunk és a fag részt ismertiik fel
tormaperoxiddzzal jelolt anti-M13 antitesttel. Az IgA hidanyos mintdk leszoritas utjan torténd
mérésére az 1:100 higitdsban haszndlt betegsavdkat 1:500 higitasu ismert IgA coeliakids antitestet
(tracert) tartalmazo TTBS+EDTA oldatban higitottuk és egyltt adtuk a lemezhez. A tracer IgA antitest
kotédését mértik. A vizsgdlandd minta nélkili értéket 0% gatlasként definidltuk. A gatlds mértékét
a 100-(Odtracer -ODsample /ODtracer) képlettel szamitottuk ki.

4.5. Immunfluoreszcens vizsgalatok

A vizsgdlatokhoz 5 um vastag fixalatlan vagy acetonnal fixalt fagyasztott metszeteket hasznaltunk. A
mosasokat és az antitest higitdsokat foszfat (PBS) vagy TBS pufferben készitettiik el. A kett8s
festéseknél a primer és szekunder antitestekkel kiilon inkubaltuk a metszeteket, a szekunder antitest
specificitdsat figyelembe vevd sorrendben. A keresztreakcidk lehetdségét primer antitest nélkiili
kontrollokkal ellendriztiik a festés optimalizalasa sordan. A humdn IgA jel6lésére altaldban FITC anti-
IgA-t (DAKO, 1:40-1:160 higitds) hasznaltunk, az egyéb, anti-TG2 monoklondlis, anti-FBN, laminin
illetve mas primer antitesteket TRITC vagy Alexa-Fluor594 konjugdlt szekunder antitesttel

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) jeloltik. Egyes kisérletekben a festés el6tt vagy utan a metszeteket
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4M KSCN oldattal vagy 0.25% kldracetattal (Fluka Chemic AG, Buchs, Switzerland) kezeltiik, a
kompeticids vizsgdlatoknal az inkubdld oldatot visszaszivtuk, anti-egér 1gG madagneses gyonggyel
(Dynabeads, Invitrogen) tisztitottuk és antitesttartalmat ELISA-val mértik. A szévetekrdl leoldott
antitesteket 10K membranon (Microsep, Pall Corporation, Ann Harbor, Michigan, USA)

koncentraltuk.

4.6. Szovettani vizsgalatok

A vékonybélbiopszias mintdkat felsé endoszkdpia soran a duodenum leszallé szarabdl és a bulbusbdl
vettlik. Kisgyermekeknél egy mintavétel tértént a duodenojejunalis hatarrél Watson kapszuldval
rontgen képerdsité alatt. iv. Dormicum el6készités utan. A paraffinba agyazott metszeteket
hematoxilin-eozin festés utan a Marsh stadiumok és hagyomanyos Fontain-Navarro beosztds szerint

(Kuitunen és mtsai 1982) értékeltiik.

4.7. Sejtes kisérletek

Koldokzsinér véna endotél sejteket (HUVEC) Palatka és mtsai 2006 szerint preparaltunk és
tenyésztettiink. A sejteket az angiogenezis kisérletekhez Matrigelbe kevertiik (BD Biosciences
Franklin Lakes, NJ, USA) és 24-es lemezen (50.000 cells/vajulat) EGM1 (Lonza, Basel, Switzerland)
tapfolyadékban 2% fetalis borjuszérummal (FBS) tenyésztettik. A kisérletekben 1 ug/vajulat
MAb885 vagy tisztitott coeliakias és kontroll IgA-t illetve ScFv-t adtunk hozza 4 éra mulva. Az
érképz6édést 24-48 dra utdn Image J szoftverrel értékeltiik sorozatfényképek alapjan vagy filmes
rendszerrel. A tubulusok hosszat az alapértékek mértani kdzepének szazalékaban fejeztik ki. A
Caco2 sejteket 20% FBS tartalmu MEM oldatban tenyésztettiik, a gliadin peptideket transzwell

lemezen adtuk hozzajuk (Rauhavirta és mtsai 2011).

4.8. Genetikai polimorfizmusok vizsgalata

A HLA-alléleket szekvencia-specifikus primerekkel (Olerup SSP AB, Saltsjobaden, Sweden), restrikcios
fragmenthossz analizissel vagy automatizalt rendszerekben (lllumina) SNP tipizalassal hataroztuk
meg. A non-HLA gének SNP variaciét TagMan és On Demand Assay-vel Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA, www.appliedbiosystems.com) platformon, Affimetrix 50K chippel

illetve Illumina 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), értékeltiik a Hardy-Weinberg equilibriumot és a mendeli
orokl6dést. A linkage-t és az allélek transzmissidjat domindns és recessziv modellekkel, transmissziés

disequilibrium teszttel (TDT) és csaladfa analizissel értékeltik.

4.9. Statisztikai értékelés

Az ELISA eredményeket GraphPad Prism Software és STATISTICA szoftverekkel értékeltiik. Az
antitestek kotédését ANOVA one-way analizissel, majd Dunnett’s Multiple és Tukey’s post-teszttel
vagy Kruskal-Wallis teszttel és Dunn’s multiple comparison teszttel értékeltiik. P<0.05 alatti értéket

tekintettlink szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. A szoveti antitestek és a transzglutaminaz antitestek azonossaga

Korponay-Szabd IR, Sulkanen S, Halttunen T, Maurano F, Rossi M, Mazzarella G, Laurila K, Troncone R, Maki
M. Tissue transglutaminase is the target in both rodent and primate tissues for coeliac disease-specific
autoantibodies. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2000;31:520-527.

Korponay-Szabd IR, Laurila K, Szondy Zs, Halttunen T, Szalai Zs, Rantala |, B.Kovacs J, Fésus L, Maki M.
Missing endomysial and reticulin binding of coeliac antibodies in transglutaminase 2 knockout tissues.
Gut 2003;52:199-204.

A TG2 intracelluladris enzim, ezért Dieterich elsé leirdsa, hogy ez lehet az endomysium
antitestek célpontja (Dieterich és mtsai 1997), kezdetben nehezen 6sszeegyeztethetének
tlnt a coeliakia autoantitestekrél mar ismert tényekkel. A TG2-t az addig rendelkezésre allo
immunhisztokémiai vizsgalatok (Thomazy és Féslis 1989) mds lokalizacidban mutattak a
vékonybélben és az egyéb szbvetekben, mint a coeliakia antitestek megszokott kotGdési
mintazata. A vizsgdlatokat azonban mas korilmények kozott, el6zetesen fixalt és paraffinba
agyazott metszeteken végezték, melyekrSl mar ismert volt, hogy nem alkalmasak a coeliakia
antitestek klinikai felismerésére. Amikor viszont a festéseket a coeliakia diagnosztikdban
hasznalatos fixalatlan, fagyasztott metszeteken végeztiik, a monoklondlis egér TG2-
specifikus antitestek a coeliakids betegsavdkkal azonos mintazatban kotédtek (7. abra).
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7. abra. Normal vékonybél formalinnal fixalt és paraffinba agyazott (A) illetve fixalatlan, fagyasztott metszetein
(B) végzett immunhisztokémai reakcio CUB7402 monoklonalis anti-TG2 primer antitesttel és tormaperoxidazzal
jelolt anti-egér immunglobulin masodik antitesttel. A paraffinos metszeten csak az intracellularis TG2 jelol6dik,
mig a fagyasztott metszeten az extracellularis TG2 is a coeliakiara jellemzd kétéhelyeken. Nagyitas:200x

i

A CUB7402 és a TG100 monoklonalis antitestekkel majom nyel6csévon végzett festésnél a
jellegzetes endomysium reakcié minden komponense (simaizom rostok kortli, subepitelidlis,
kot6szoveti) lathatd volt, és ugyanezekkel az antitestekkel a ragcsald szoveteken (patkany
maj, vese, szivizom, gyomor) tipusos reticulin antitest (ARA) kot6dési mintazatot kaptunk. A
monoklonalis antitestek kot6helyeinek és a coeliakids antitestek kotGhelyeinek azonos
lokalizaciojat kett6s immunfluoreszcens jeloléssel is igazoltuk, melynek soran a zolddel
(FITC) jelolt coeliakids antitest és a pirossal (TRITC) jelolt monoklonadlis TG2 antitest

megfelel6 szlr6k alkalmazdsaval egyittesen sarga jelként mutatkozott (8. abra). Hasonlé
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vizsgdlati eredményt kaptunk a masik klasszikus EMA szubsztrat, a human koldokzsindr
alkalmazasakor is (8. dbra és Sulkanen és mtsai 1998), valamint human vékonybél
metszeteken is (anti-jejunum ellenanyag, JEA kimutatas). Ezzel igazolhatd volt, hogy TG2
jelen van a korabban ismert immunreakcidknak megfelel6 extracellularis kotédési helyeken,
valamint jelent6s mennyiségl TG2-t mutattunk ki Wharton-kocsonyabdl izoldlt koldokzsinor

eredet( fibroblaszt jellegli mesenchymadlis sejtek citoplazmajaban is. A fibroblasztok magas

coeliakia antigén tartalma mar régen ismert volt (Maki 1995).

8. abra. Coeliakia antitestek (z6ld) és monoklonalis CUB7402 anti-TG2 antitest (piros) kétédése majom
nyeldcsd, patkany maj és vese (felsé sor) illetve human jejunum, kolddkzsinér metszetekhez és tenyésztett
fibroblaszt sejtekhez (alsé sor). A sarga képek a coeliakias autoantigén és a TG2 azonos lokalizaciojat mutatjak
a z06ld és piros kép kombinacioja esetén.

A TG2 célpont szerepének igazoldsara a szovetmetszetekbdl a TG2-t kalium-tiocianattal
(KSCN) kioldottuk; az igy el6kezelt metszeteken sem a monoklondlis, sem a coeliakids
antitestek nem mutattak kotédést. A KSCN a fibronectin-TG2 kotédést valasztja szét
(Upchurch és mtsai 1991), és ezzel kimutattuk, hogy az extracellularis térben a TG2 a
fibronectinhez lehorgonyozva taladlhatd. A TG2 antigén szerepét azzal is bizonyitani lehetett,
hogy ha a KSCN-nel el6kezelt metszetekhez tengerimalac majbdl tisztitott TG2 készitményt
adtunk, ezzel az coeliakia antigén is helyredllithaté volt (9. dbra).

o

9. abra. A coeliakias IgA antitestek (z6ld) kétédnek nativ majom nyel6csé metszethez (A), nem kétédnek a TG2
eltavolitasa (KSCN kezelés) utan (B), kétédnek KSCN utan tisztitott tengerimalac TG2-t hozzaadva (C)
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A betegsavok endomysium, reticulin és jejundlis antitest kot6déséért tovabbi vizsgdlataink
szerint (Korponay-Szab6é 2003a) mdas antitestek nem voltak felel6sek, mert TG2 hianyos
(TG2-/-) egerek szovetmetszeteihez a vizsgdlt 101 betegmintabdl (61 coeliakias, 40
dermatitis herpetiformisban szenvedé beteg mintaja) egy sem kot6dott a jellegzetes
mintazatban (10. dbra). Kimutathatok voltak viszont aktin elleni antitestek, melyek nem
fliggtek Ossze a jellegzetes endomysium reakciéval. Az endomysium, reticulin és jejunalis
antitest-kot6dés egyarant helyreallithatd volt, ha a TG2-/- egér metszeteket elGzetesen
humdn rekombindns TG2 fehérjével inkubaltuk, és ezzel a TG2 antigént mesterségesen

rakotottiik az endomysium felszinére.

Native

Vékonybél Maj Vese

10. dbra. TG2 hianyos (TG2-/-) egér szbvetei (fels6 sor) nem tartalmazzak a coeliakias IgA antitestek (z6ld)
kotédéséhez sziikséges antigént. A kétédés azonban a szdvetmetszetek human rekombinans TG2 fehérjével
torténd el6kezelése (fibnonectinre valo rakotése) utan ugyanazokkal a savokkal létrehozhaté.

A TG2-/- szovetek normal mennyiségben tartalmaztak fibronectint, vagyis ezzel igazolni
lehetett, hogy nem a fibronectin az endomysium antigén. A vizsgalatokndl nemcsak IgA,
hanem 1gG coeliakids antitestekkel (IgA hidnyos coeliakids betegek mintdi) is hasonld
eredmény adédott.

A vizsgalatok arra is ramutattak, hogy a ragcsalé TG2 antigén nem annyira megfelel6
antigén, mint a human TG2, mert a normal kontroll (vad) egér széveteihez a vizsgalt 101
betegmintabdl csak 96 tudott kotédni, mig az TG2-/- egér szbvetekhez hozzdadott human
TG2 fehérjét mind felismerte. A vizsgalatoknal a rekombindns TG2 mellett természetes,
vorosvérsejtekbdl preparalt human TG2 alkalmazdsaval is azonos eredményeket kaptunk.
Ezzel igazolhatd volt, hogy a coelakids betegsavdkra jellemzé endomysium, reticulin és
jejundlis antigén kotédésért azonos, TG2 elleni antitestek a felelGsek, és ezek a kimutatasi

moddszerek ekvivalensnek tekinthet6k.

34



dc_308_11

5.2. Transzglutaminaz-alapu diagnosztikus antitest vizsgalatok kifejlesztése

V4

és értékelése

5.2.1. Diagnosztikusan alkalmazhato ELISA teszt kifejlesztése tengerimalac TG2 antigénnel

Sulkanen S, Halttunen T, Laurila K, Kolho K-L, Korponay-Szabd IR, Sarnesto A, Savilahti E, Collin P, Méki M.
Tissue transglutaminase autoantibody enzyme-linked immunosorbent assay in detecting celiac disease.
Gastroenterology 1998;115:1322-1328.

Bar a TG2 jelent6s antigén szerepét az immunhisztokémiai vizsgalatok alatdmasztottak,
klinikai alkalmazasanak felmérésekor kezdetben ellentmonddsos eredmények sziilettek.
Ezért sziikségesnek mutatkozott annak tanulmdnyozdsa, hogy milyen feltételek kozott
legjobb a coeliakia antitestek reakcidja a TG2 antigénnel, és ezt alapul véve hogyan lehet a
klinikai diagnosztikdban is alkalmazhaté ELISA eljarast kifejleszteni.

A transzglutamindz antigén szerepét eredetileg Dieterich és  munkatarsai
immunprecipitaciés és immunblot eljarassal fedezték fel (Dieterich és mtsai 1997). Az
altaluk leirt, tengerimalac majbdl tisztitott TG2 (Sigma) antigént tartalmazé konvenciondlis
ELISA magasabb eredményeket mutatott coeliakids betegektSl szdrmazd savémintakban,
mint a kontrollokban. Amikor azonban ezt a mddszert nagyobb szamu betegen értékeltiik,
az eredmények nem bizonyultak specifikusnak: hasonlé kiilonbséget mértiink a coeliakias és
a nem beteg csoport kozott akkor is, ha nem is volt TG2 antigén az ELISA lemezre kotve. Ez
valdszinlileg abbdl adddott, hogy a coeliakids betegekbdl szarmazé IgA koéros, konnyebben
tapad magdhoz a felllethez vagy a blokkolasnal haszndlt bovin szérum albuminhoz. A
coeliakias betegsavéok tobbsége immunblot eljarasndl sem reagdlt a TG2-vel, mig azonos
kortilmények kozott TG2-specifikus monoklondlis antitestekkel (CUB7402, TG100) jé
reakciot kaptunk. Mivel a szokvanyos immunblot eljdrds sordan az antigén fehérje
denaturalédik és oxidalédik, az eredmények arra utaltak, hogy a TG2 intakt térszerkezete
fontos lehet a coeliakias antitestek szdmara az antigénhez valé kétédésben. Ennek alapjan a
blot vizsgdlatot redukald és nem denaturdld koriilmények kozott végezve sokkal jobb jelet

kaptunk, mely tovadbb fokozhato volt, ha kdlciumot is adtunk a vizsgalathoz (11. dbra).
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11. abra. Monoklonalis CUB7402 (1), nem coeliakias kontroll (2-4) és coeliakias (5-8) IgA antitestek kétédése
tengerimalac TG2 antigénhez (78kD) nem redukalo (A) és redukald (B) médon végzett immunblot vizsgalatnal és
ELISA vizsgélatnal (jobb panel). I: kezeletlen, II,IV: kezelt, Ill: glutenterhelésnél vizsgalt coeliakias, V: kontroll
betegek
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A TG2 az aktiv enzimkonformdciét csak kalcium jelenlétében veszi fel, és igy sokkal jobb
antigénnek bizonyult a betegsavok szamara. A kalciummal aktivalt TG2 antigénnel az ELISA
vizsgdlatban is jelentGsen magasabb és specifikus jelet észleltlink, és a diagnosztikus
vizsgdlatokban az igy végzett ELISA a coeliakids betegek 95%-at felismerte, mig a kontrollok
koziil csak 6% volt pozitiv (5. tdblazat). A kalcium szerepét az a kisérlet is bizonyitotta,
melynek soran kimutattuk, hogy coeliakids savok kot6dését a TG2 antigént tartalmazd ELISA
lemezhez a kalciummal aktivalt oldott TG2 jelenlétében jol lehetett blokkolni, de ugyanezt a
gatlé hatast csak tizszeres mennyiségli kalciummal nem aktivalt TG2 hozzdadasaval lehetett

elérni.

5. tablazat. Kalciummal aktivalt tengerimalac TG2 antigénnel végzett ELISA és a hagyomanyos antitest

vizsgalati eljarasok diagnosztikus hatékonysaganak 0©sszehasonlitasa 136 coeliakias és 207 normal
vékonybélszerkezettel rendelkezé kontroll beteg savéjanak alkalmazasaval
anti-TG2 IgA EMA IgA ARA IgA | anti-gliadin IgA | anti-gliadin IgG
Szenzitivitas (%) 95 93 92 85 69
Specificitas (%) 92 99.5 96 82 63

A kalcium jelenlétében végzett IgA ELISA diagnosztikus effektvitdsa a vizsgdlt 136 coeliakias
betegben és 207 kontroll betegben ugyanolyan magas volt (5. tdblazat). A TG2-ELISA
eredmények jelent6sen kedvez6bbek voltak, mint a gliadin antitest eredmények. A TG2
antitestek titere parhuzamosan valtozott az EMA titerekkel, és mindkett6 jél kovette a
kezeltségi dallapotot, azaz csokkent a glutenmentes diéta mellett, de Ujra emelkedett
glutenterhelés sordn (11. dbra). A kozleményben leirt mddszerrel kés6bb szamos fliggetlen
IgA  TG2-ELISA
hasznalhatdsagat alatdmasztottak. Mindaddig a gliadin antitest ELISA kimutatast tartottak a

munkacsoport végzett hasonlé méréséket, melyek az jo  klinikai
technikailag legnagyobb hatékonysaggal végezhetd eljarasnak, amely azonban mégsem
adott kell6en hasznosithaté eredményeket. A TG2 alapu ELISA bevezetése megnyitotta az
utat a coeliakia diagnosztika decentralizaldsa és a nagy lépték szlir6vizsgdlatok elstt.

A kezdeti vizsgalatoknal csak az IgA antitestek kimutatasa volt hatékony; az IgG mérése nem
mikodott megfelel6en. A coeliakias és kontroll betegeket nem lehetett elkiloniteni és az
IgA hianyos betegeknek csupan egy része adott emelkedett (bar igen magas) értékeket.
Mint kés6bb kideriilt, ennek az volt az oka, hogy 100 U megaddsara hasznalt coeliakids
standard (pozitiv kontroll, melyet a Helsinki Egyetem bocsatott rendelkezésre és felnGtt
betegek savdjanak keveréke volt) alig tartalmazott 1gG anti-TG2 antitesteket. A masik ok
valdszinlileg az volt, hogy kezdetben csak a Sigma altal készitett TG2 allt rendelkezésre, mely
csupan 70% tisztasagu, TG2 mellett mas majfehérjéket is tartalmaz. A human savdékban
gyakoriak a kot6szoveti fehérjékkel reagald 1gG antitestek, melyek a kontrollokban is magas
hatteret okozhattak.
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5.2.2. Természetes human TG2 antigén alkalmazasa a diagnosztikus vizsgalatokban

Korponay-Szabd IR, Halttunen T, Lérincz M, Szalai Zs, B.Kovacs J, Maki M. Tranglutaminase-alapu coeliakia
diagnosztikus vizsgalatok hazai eredményei. Gyermekgydgyaszat 2001;52:254-259

A tengerimalac TG2 kivalé, de nem tokéletes antigén volt a coeliakids TG2 antitestek
kimutatasara, féként a ragcsdldé és a human TG2 kozotti epitdop kiilonbségek miatt
(Korponay-Szabd és mtsai 2003a), de azért is, mert a kereskedelmi forgalomban kaphato
készitmények nem voltak elég tisztdk, mas kotészoveti fehérjéket is tartalmaztak. Az ebbdl
adodé nemspecifikus hattérreakciok szamos betegségben gyakoriak voltak (Shamaly és
mtsai 2007). A természetes human TG2 nagy mennyiségben jelen van az emberi
vorovérsejtekben is (Bergamini és mtsai 1999), amelyekbdl egyszerld hemolizissel
felszabadithatd, olcsdn el6allithatd. Véraddok  vorosvérsejtjeibSl  preparalt  TG2
felhaszndlasdval végzett ELISA vizsgdlataink ugyanolyan jo diagnoszikus hatdsfokot
mutattak, mint kordbban a tisztitott tengerimalac TG2 antigénnel végzett vizsgalatok és
lényeges reagenskoltség nélkiil hazai keretek kozott is nagy méretekben alkalmazhatdk
voltak. El6zetes optimalizalast kovet6en egy olyan szendvics ELISA vizsgalatot talaltunk a
legmegfelel6bbnek, melyben a TG2 antigént monoklonalis anti-TG2 vagy human IgG anti-
TG2 (IgA hianyos coeliakidas betegbdl szarmazd antitest) segitségével kotottik ra az ELISA
lapra, mely egy tovabbi tisztitasi |épést jelent. Ezzel a modszerrel 2000.01.01-12.31 kozott
egymast kovetben vizsgalt 670 gluten-érzékeny beteg Osszesen 957 savémintdjabol
végeztink parhuzamosan IgA EMA és anti-TG2 antitestmérést. 261 mintat a kezeletlen
allapotban, 696 mintat valtozé hosszusagu diéta utan vizsgdltunk. A két modszer pozitivitasa
kozotti egyezés 90% volt, a kezelt (diétazd) eseteket is figyelembe véve, ahol az alacsony
antitest szintek gyakoriak voltak (12. dbra). Anti-TG2 antitest a mintdk 58.5%-aban, EMA a
mintak 53.7%-aban volt kimutathatd, a mennyiség meghatarozds jol korreldlé értékeket

mutatott. Az anti-TG2 antitest érzékenyebben jelezte a diétahibakat, mint az EMA vizsgélat.
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12. abra. Természetes vordsveérsejt transzglutaminazzal (RBC-TG) végzett ELISA eredmények és az EMA
pozitivak hanyadanak 6sszehasonlitasa 507 betegnél (bal panel) és az értékek alakulasa glutenmentes diéta
mellett (jobb panel). Azonos beteg mintaiban (azonos szinnel jelélbe) az antitestek csdkkenése parhuzamos volt
a kezdeti és a késébbi id6pontokban

A vorosvérsejt TG2 megkotésére alkalmazott 1gG TG2 alsd capture antitest miatt ez a

vizsgdlati rendszer nem volt alkalmas az IgG TG2 antitestek direkt mérésére. Ezért az IgG
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TG2 antitestek detektdlasat az IgA hianyos betegeknél kompeticios vizsgalattal végeztik, és
egy indikator IgA TG2 antitest leszoritdsat mértiik a vizsgalni kivant betegsavé hozzaaddsa
utan. Az IgA hidnyos coeliakidas betegek ezzel a moddszerrel 97% hatékonysaggal
felismerhetGk voltak akar vorosvérsejt TG2 antigént hasznaltunk, akar rekombindns TG2-t
(2. melléklet S4. abra). A kiegészité mérések arra utaltak, hogy egyes betegeknél a leszoritas

mértékéért nem az IgG TG2, hanem IgM osztalyd TG2 antitest volt a felelGs.

5.2.3 Rekombinans human TG2 antigén alkalmazasa és az IgG anti-TG2 antitestek mérése
IgA hidnyos személyeknél
Korponay-Szabd IR, Dahlbom |, Laurila K, Koskinen S, Woolley N, Partanen J, Kovacs JB, Maki M, Hansson T.

Elevation of IgG antibodies against tissue transglutaminase as a diagnostic tool for coeliac disease in selective
IgA deficiency. Gut 2003;52:1567-1571.

Dahlbom |, Korponay-Szabo IR (megosztott elsé szerz8), Kovacs JB, Szalai Z, Maki M, Hansson T. Prediction of
clinical and mucosal severity of coeliac disease and dermatitis herpetiformis by quantification of IgA/IgG serum
antibodies to tissue transglutaminase. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010 Feb;50(2):140-6.

A molekularis bioldgiai mddszerekkel gyartott rekombinans human TG2 fehérjékbdl nagy
tisztasagu készitmények allithatdk el6 és alkalmazhatdk az ELISA vizsgalatokban (Ambrus és
Fésis 2001), ezért joggal remélhets volt, hogy ezek az IgG anti-TG2 antitestek direkt
mérésére is alkalmasak lesznek. A Pharmacia cég (Phadia) TG2 ELISA kitjeivel végeztiink
méréseket kezdetben 170 normal IgA szint( coeliakids és 131 kontroll betegnél, ahol a két
betegcsoport teljesen elkiilonilt, és a kilonbség az 1gG antitesteknél is mérhet6 volt (13.
abra). A vizsgalatban 134 dermatitis herpetiformisban szenvedé beteg is részt vett, akiknek

a coeliakidsoknadl alacsonyabb anti-TG2 szintje volt, gyakori IgG anti-TG2 negativitassal.
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13. dbra. Human rekombinans TG2 antigénnel végzett ELISA normal IgA szintl betegeknél IgA (A) és IgG (B)
antitestek kimutatasara. C. IgA hianyos coeliakias betegek kezdeti és diéta utan IgG anti-TG2 antitest szinje
azonos modszerrel mérve.

A biztaté eredmények alapjan vizsgdlatainkat kiterjesztettiik 325 IgA hidnyos betegre is, akik
kozil 78 IgA hidnyos coeliakias beteg, 73 IgA hidnyos vagy alacsony szérum IgA szintl nem
coeliakias klinikai beteg, 174 pedig IgA hianyos véradé volt (Korponay-Szabd és mtsai

2003b). A klinikai betegek az enteralis tineteket illetéen nem kilonboztek a coeliakias
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betegekt6l és emiatt jelentGs résziiknél (63%) klinikai indikacioval vékonybélbiopszia is
tortént, amely azonban coeliakidt nem igazolt. A 78 coeliakids beteg kozlil 76-nal (97.4%)
lehetett 1gG EMA-t, 77-nél pedig 1gG TG2 antitestet kimutatni (98.7%), mig az Osszes
kontrollnal az IgG EMA negativ volt. Az IgG TG2 antitest vizsgdlat specificitdsa 98.6% volt. A
coeliakias betegeknél az IgG EMA tObb évig perzisztalt a glutenmentes diéta elkezdése utan,
az 1gG TG2 antitest quantitativ mérésével azonban az antitest szintek csokkenése az id6
flggvényében jol kimutathato volt (13. dbra).

Az alkalmazott IgG TG2-ELISA az IgA hidnyos finn véradok (n=174) kozo6tt is hatékonyan

felismerte az IgG EMA pozitiv eseteket, vagyis populacidészlrésre is alkalmasnak bizonyult.

5.2.4. A humadn transzglutamindz alapu ELISA antitest kimutatas és a szévettani értékelés

osszehasonlitasa

Collin P, Kaukinen K, Vogelsang H, Korponay-Szabé IR, Sommer R, Schreier E, Volta U, Granito A, Veronesi L,
Mascart F, Ocmant A, Ivarsson A, Lagerqvist C, Blrgin-Wolff A, Hadziselimovic F, Furlano RI, Sidler MA, Mulder
CJ, Goerres MS, Mearin ML, Ninaber MK, Gudmand-Hgyer E, Fabiani E, Catassi C, Tidlund H, Alainentalo L,
Maki M. Antiendomysial and antihuman recombinant tissue transglutaminase antibodies in the diagnosis of
coeliac disease: a biopsy-proven European multicentre study. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2005;17:85-91.

A coeliakia diagnosztikaban rovid id6 alatt szamos kiilonb6z6 TG2 antigént tartalmazo gyari
kit jelent meg; a tobbségnél human rekombindns antigént alkalmaztak. Ennek ellenére a
kapott eredmények a kilonboz6 tanulmanyokban nagy szérast mutattak, melynek szamos
oka lehetett. Az egyik nyilvanvalé ok az alkalmazott antigének kilonboz6sége vagy
kiilonb6z6 mindsége volt, a masik az is lehetett, hogy a klinikai és szOvettani értékelést
gyakran nem fliggetlenil végezték. Annak elbiraldsara, hogy a TG2 antitest megbizhatdsaga
O0sszemérhet6-e a szovettani vizsgalat megbizhatdsdgaval, multicentrikus vizsgalat részeként
Eurdpa 9 orszagabdl, 13 klinikai centrumbdl szarmazd savo és szévetmintakat értékeltlink.
Az EMA és TG2 antitest mérését, valamint a hisztoldgiai értékelést egymastdl fliggetlendl, a
klinikai kortilményeket illetve a szeroldgiai leleteket nem ismerve végeztik 271 beteg (144
coeliakias és 127 kiilonb6z6 emésztGszervi tiinetekkel jelentkezett kontroll beteg) eredeti
vékonybél szbvettani metszetei alapjan és a TG2 antitestnek a Celikey™ (Pharmacia) ELISA
kittel torténd mérésével. A szovettani metszeteket a klinikai diagndzist nem ismeré
vizsgaldk értékelték és soroltak be coeliakia és nem coeliakia csoportba, a boholy/kripta
arany morfometriai meghatarozdsa és az intraepitelidlis limfocitaszam mérése alapjan. Az
igy képzett csoportokban az EMA pozitivitds szenzitivitdsa 89%, a TG2 antitest ELISA
szenzitivitdsa 94% volt. Az EMA 98%, az TG2 antitest ELISA 99% specificitdst mutatott. A
tanulmany sordan mindkét antitest eredmény megbizhatébbnak adddott, mint a helyi
szovettani eredmények, mert a szovettani metszetek rossz minésége miatt a betegek 10.7%-
at nem lehetett megfelel6en besorolni egyik csoportba sem. Ennek oka elsGsorban a
metszetek rossz orientdcidja vagy sérilt volta volt. A tanulmany felhivta a figyelmet a
szovettani értékelés buktatdira is, valamint arra, hogy a pusztdn morfoldgiai alapon végzett

értékelés nem mindig helytdlld, és ezért a coeliakia diagnosztikdjaban nem lehet egyedil
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meghatdrozo. Az elsd, a bekildd klinikusok altal feldllitott diagndzis és a masodik, vakon
értékelt szovettani diagndzis a 271 beteg kozil 9-nél eltért egymdstdl, azonban az antitest

eredmények jobban korrelaltak a klinikai kimenetellel, mint a kezdeti sz6vettani eredmény.

5.2.5. A transzglutaminaz antigén szerkezetének hatasa a coeliakidas autoantitestek
mérésének hatékonysagara

Tumpek J, Korponay-Szabd IR, Kirdly R, Csipdé |, Fésis L, Sipka S. A coeliakias ellenanyagok
epitéspecificitdsanak  jelentésége a transzglutamindz autoantitestek diagnosztikus  kimutatasaban.
Gyermekgyogyaszat 2004;55: 453-459.

A szovettani leletek és a TG2 antitest mérési eredmények eltérése klinikailag f6ként akkor
jelent6s, ha a vékonybélben észlelhet6 szovettani kdrosodasok ellenére nem mérheték a
vérben TG2-specifikus antitestek. 40 EMA pozitiv és 20 EMA negativ savéminta 5 kiilonb6z6
TG2 antigénnel végzett 6sszehasonlitd ELISA méréseivel megallapitottuk, hogy a TG2 intakt
térszerkezete sziikséges a specifikus antitest kot6dés érzékeny méréséhez, melyet az
eredmények ROC analizise is alatamasztott. JO antigénnek bizonyult a természetes eredetl
vorosvérsejt TG2 valamint az a két rekombindns TG2 fehérje, melynek magas keresztkoté
enzimaktivitdsa és jo térszerkezete volt. A termelt rekombindns fehérjék egy része csak
alacsony enzimaktivitassal rendelkezett és ezek sokkal kevésbé érzékeny és specifikus
antigének voltak. A legalacsonyabb érzékenysége a tengerimalac TG2 antigénnek volt, ezzel
mind a kezeletlen, mind a kezelt betegek mintdiban rosszabb hatasfokkal lehetett a TG2
antitesteket kimutatni (14. dbra).
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14. abra. Kildonb6zd TG2 antigénnel végzett anti-TG2 IgA ELISA vizsgalati eredmények analizise 40 EMA
pozitiv és 20 EMA negativ savominta alapjan receiver operated characteristics curve (ROC) segitségével.

5.2.6. A beteg sajat TG2 autoantigénjének felhaszndldsa neminvaziv diagnosztikus
eljarasok tervezésére

Maki M, Korponay-Szabd IR. Method and means for detecting gluten-induced diseases. PCT/FI02/00340
WO02/086509 A19, kdozzététel 2001, USA szabadalom 7,361,480 B2, Eurdpai szabadalom EP 1 390 753 B1

Az emberi vorovérsejtekben taldlhatéd természetes TG2 igen jé antigén a TG2-specifikus
antitestek kimutatdsara. Bar in vivo korilmények kozott a plazmdaban keringd antitestek

nem tudnak a vorodsvérsejtek belsejében [évé TG2 autoantigénhez koétddni (hemolizis
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altaldban nem szerepel a coeliakia tinetei kozott), laboratériumi vérmintakbdl a TG2
antigén konnyen felszabadithatd fagyasztdssal vagy ozmoétikusan aktiv oldatokkal,
detergensekkel. ELISA mérésekkel kimutattuk, hogy kapillaris vérmintakban (10-20 pl) is
elegend6 TG2 van ahhoz, hogy azzal mérhet6 jelet kapjunk, ha a beteg plazmajaban anti-
TG2 antitestek mutathatok ki. Csak a hematokrit érték élettel 6ssze nem egyeztethetd
mértékl csokkenése esetén csokkent a TG2 mennyisége kritikus érték ald. A vorovérsejt TG2
antigén a rekombindns fehérjékhez képest relative sokkal stabilabb volt, és j6é antigén
sajatossagat a mérések alatt is végig megtartotta. A mddszer optimalizdldsdhoz a
vOrosvérsejt TG2-autoantitest komplexek kimutatdsara kilonféle capture rendszereket
probaltunk ki, hogy a kompexeket olyan felllethez kdssiik, ahol szinreakciéval kimutathatok.
Erre TG2-specifikus antitesteket vagy mas, TG2-t megkotni képest fehérjepartnereket
(heparin, fibronectin, gelatin) taldltunk alkalmasnak, melyekkel specifikus jelet kaptunk, ha a
plazmaban volt TG2 antitest. Az eredmények jol korreldltak a kordbban mar bevalt szendvics
ELISA mintdjara végzett méréssel, amikor a vorosvérsejt TG2 antigént és a plazmamintat
egymast kovetben adtuk a mérési rendszerhez. Az egylépcsds kimutatdsi mddszer, melyben
a hemolizis soran keletkezett TG2-antitest komplexet kézvetlenlil mutattuk ki szinreakcidval,
alkalmasnak bizonyult mind IgA, mind 1gG TG2-specifikus antitestek mérésére. A vizsgalati

eljarasra eurdpai és USA szabadalmat kaptunk, az eljaras kereskedelmi alkalmazdsra keriilt.

5.2.7. Agymelletti gyorsteszt kifejlesztése a coeliakia antitestek kimutatasara

Korponay-Szabé IR, Raivio T, Laurila K, Opre J, Kiraly R, Kovacs JB, Kaukinen K, Fésls L, Maki M. Coeliac
disease case finding and diet onitoring by point-of-care testing. Aliment Pharmacol Ther. 2005;22:729-37.

A beteg vérmintajdban lév6 vorosvérsejt TG2-t az egylépcs6s TG2 antitest kimutatdsi
madszer segitségével diagnosztikus gyorsteszt létrehozasara hasznaltuk fel. A TG2 alapu
laboratdriumi antitestkimutatas, széles elterjedtsége ellenére, idGigényes, draga, és az
eredmények nem dllnak azonnal az orvos rendelkezésére. Gyakran a vérmintdkat specidlis
laboratdriumokba kell kildeni. A klinikai diagnosztikaban, kilondsen a sulyos allapotu
betegeknél, gyors dontésekre van sziikség. Jéllehet a coeliakia krénikus allapot, szdmos mas,
sulyos betegséget utdnozhat. Ha coeliakiardl van szd, mas irdnyua koltséges vagy invaziv
vizsgdlatok feleslegesek; a beteget megkimélhetjik ezektdl, ha gyorsan rendelkezésre all a
coeliakia autoantitest pozitiv eredmény. Ugyancsak fontos a gyors informacié az antitestek
kimutathatdsagardl a diéta ellenGrzése soran, hogy a compliance-r6l a beteggel érdemi
megbeszélést lehessen folytatni és intervencidval a diétahibak csokkentését elérjik. A gyors
antitest kimutatasi kezdetben a Nunc-Immunostick (Nunc) alkalmazasdaval tortént, mely az
ELISA lapokhoz hasonlé Maxisorp® fellilettel rendelkezik és kereskedelmi forgalomban
beszerezhet6. A stick feliletéhez kotottik a TG2 antigént megkoté proteint, és ezt

inkubdltuk a beteg hemolizalt vérmintajaval. Az eljards mindossze egy, csapvizzel torténd
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mosast igényelt (a szinreakcié elinditasa el6tt), azaz laboratériumi feltételek nélkil is

végrehajthaté volt mintegy 10-15 perc alatt (15. abra).

Kapillaris mintavétel Hemolizis Antitestek kotése Festés Mosaés Kész teszt

15. abra. A Nunc Immunostick-kel végzett gyors anti-TG2 kimutatas Iépései. A teszt 10-15 perc alatt specifikus
coeliakia antitestet és plazma 6ssz IgA-t mutat ki.

A szinreakcid specifikus volt és TG2 fliggd. Igazoltuk, hogy a coeliakias vérmintak nem adnak
reakcidt, ha nincs TG2 jelen, pl. a savokat TG2-/- egér vorosvérsejtjeivel keverjuk Ossze.
Ugyanebben a rendszerben a vad (TG2+/+) egér vorosvérsejtjei viszont elegendd antigénnek
bizonyultak az antitestek kimutatdsara. A Nunc-Immunostick felllettel végzett gyorsteszt 99
kezeletlen coeliakids beteg és 65 nem coeliakias, ép vékonybélszerkezettel rendelkezé
kontroll kinikai beteg fagyasztva tarolt archiv vérmintaiban 97% szenzitivitdssal és 96.9%
specificitdssal ismerte fel a coeliakids betegeket, és az eredményeket 94%-ban, azaz
megbizhatdan reprodukalni lehetett. Az interobserver variacio alacsony volt és a vérmintak

még tobb éves tarolas (-20°C) utan is megfelel6 szinreakcidt adtak.

5.2.8. A Nunc-Immunostickbe épitett elsé gyorsteszt klinikai felhasznalasa

Korponay-Szabé IR, Raivio T, Laurila K, Opre J, Kiraly R, Kovacs JB, Kaukinen K, Fésls L, Maki M. Coeliac
disease case finding and diet onitoring by point-of-care testing. Aliment Pharmacol Ther. 2005;22:729-37.

Raivio T, Korponay-Szab¢ IR, Collin P, Laurila K, Huhtala H, Kaartinen T, Partanen J, Maki M, Kaukinen K.
Performance of a new rapid whole blood coeliac test in adult patients with low prevalence of endomysial
antibodies. Dig Liver Dis. 2007;39:1057-63.

A gyorsteszt klinikai felhasznaldsdhoz még egy adatra volt szikség: a beteg Ossz IgA
szintjének ismeretére, hogy ennek mérésére ne legyen szikség tovdabbi laboratériumi
vizsgdlatokra. Mivel az els6é gyorsteszt csak IgA antitesteket mutatott ki, az IgA hidny
felderitése minden negativ eredmény esetén fontos volt. Ezért a Nunc-Immunostick 4
szarnyat agy haszndltuk fel, hogy ebbdl ketté a TG2-antitest kompexeket kdsse meg, egy
legyen egy lires negativ kontroll vonal és egyet pedig anti-IgA reagenssel vontunk be a
normal plazma IgA kimutatdsara (15. abra). Ezzel a mddszerrel elkiilonithetdk voltak negativ
TG2 antitest eredmény esetén a normal IgA szintl és IgA hidnyos vérmintak. Az eljards
klinikai tesztelését 165 prospektiven vizsgalt Uj betegnél és 263 ismert coeliakias,
glutenmentes diétat folytatd betegnél végeztik. A gyorstesztet az orvos vagy névér a
betegvizsgalat idején, helyszini , point-of-care” tesztként (POCT) végezte el. A 165 Uj beteg

koziil 120-nél keriilt sor vékonybél szovettani vizsgalatra. A POCT 97.4% szenzitivitassal és
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97.6% specificitassal ismerte fel a coeliakidban szenved6ket mar az els6 (helyszini) vizsgdlat
soran, valamint egy betegnél kimutatta azt, hogy IgA hidnyos. A diétdzd betegeknél is magas
egyezést mutattak a POCT eredmények az ugyanakkor levett vérmintakbdl mért EMA és
laboratdriumi TG2 ELISA meghatdrozassal (93% és 92%). Az EMA és TG2-ELISA mérési
eredmények egymadssal 95%-ben egyeztek; mindhdrom eredmény megegyez6en pozitiv
vagy negativ volt a mintdk 91%-aban. A POCT hatdsosan kimutatta a diétahibdkat, és ennek
tudatdban azonnal diétds konzultaciot folytattunk a betegekkel és visszarendeltik ket 3-6
honap mulva kontrollvizsgalatra. Az igy ellatott betegeknél a visszarendeléskor minden
esetben a szérum TG2-ELISA értékek csokkenését regisztraltuk (16. dbra) és 75%-uknal a
POCT a visszarendeléskor mar negativ volt. Osszehasonlitva az eredményeket egy olyan
csoporttal, ahol diétahiba esetén nem volt POCT ellen6rzés és megbeszélés, az intervencio
nélkali csoportban a masodik vizsgalatnal a TG2-ELISA eredmények nem mutattak

csokkenést és negativ POCT reakcio is csak 28.6%-ban adddott.

(a) (b)

100

- Anti-TG2 ELISA U/ml

Gyorsteszt + Csak laboratériumi
diétas megbeszélés antitest vizsgalat

16. abra. A coeliakias betegek diétas magatartasanak alakulasa az |. id6pontban végzett POCT, diétas
tanacsadas és laboratoériumi vizsgalatok (a) vagy csak laboratoriumi antitest vizsgalatok (b) elrendelése esetén

Vizsgdltuk még a helyszini teszt értékét olyan felnGtt coeliakids betegeken is, akiknél a
hagyomanyos szeroldgiai vizsgalatok kozil egy vagy tobb negativ volt. Az EMA alacsony
szenzitivitdsa (80%) mellett azonban a beteg sajat TG2 antigénjével végzett kimutatas
néhany esetben mégis kimutatta az anti-TG2 antitestek jelenlétét (szenzitivitdas 82%), bar a

laboratdriumi anti-TG2 meghatdrozas érzékenyebb volt (88%).

5.2.9. Kereskedelmi coeliakia gyorsteszt miikodésének értékelése klinikai betegekben,
klinikai dontéshozatal tamogatas

A gyorsteszt hasznalatanak tovabbi egyszerisitésére lateral flow eljarason alapuldé immun-
kromatogafias teszt (Biocard Celiac Disease Test, Ani-Biotech, Vantaa, Finnorszag) kerdlt

kifejlesztésre, amely még a Nunc-Immunostickhez képest is egyszer(ibben kezelhets. A
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tovabbi vizsgdlatokat ezzel végeztiik. A vérmintdkat egy 10 ul kapacitdsu kapillarisba
ujjbegybdl vettik, a mellékelt pufferben hemolizdltuk, majd a teszt kazettan baloldalt
elhelyezkedd vajulatba cseppentettiik. A kazettaban a vérminta a kapillaris eré hatdsara
oldaliranyban halad. Ha a vérben van TG2 antitest, akkor az a hemolizis soran felszabadult
sajat TG2 antigénnel komplexet képez és reagal a kazettaban lévg, kolloidalis arannyal jelolt
anti-IgA reagenssel. A tovahaladds sordan a komplexet egy TG2-vel reagald csik megkoti és
igy a rakotddott IgA és anti-IgA reagens egy lila vonal formadjaban jelenik meg (teszt vonal).
Ha nincs a vérben TG2-specifikus antitest, akkor csak a vorosvérsejt TG2 koétédik meg a
vonal mentén, de mivel nincs rajta IgA antitest és anti-IgA reagens, nem lathaté. A teszt
tartalmaz egy disztalisan elhelyezked6 kontroll vonalat is, mely az anti-IgA reagenst
kozvetlendl koti meg és jelzi, hogy a vérminta megfelelGen végighaladt a tesztutvonalon. Az
eredmény pozitiv, ha mindkét vonal (a bal tesztvonal és a jobb kontroll vonal is) latszik,

negativ, ha csak a kontroll vonal latszik és nem értékelhetd, ha nincs kontrollvonal (17.3bra).

17. abra. Biocard Celiac Disease Teszttel végzett coeliakia antitest kimutatas 10 perc utan. Fellil a pozitiv, alul a
negativ eredmény. T: tesztvonal (bal), C: kontroll vonal (jobb)

A masodik generaciés Biocard kitben a jobboldali (kontroll) vonal a beteg vérében lévé
Osszes IgA-t ismeri fel, igy ugyanugy alkalmas az IgA hidny felfedezésére, mint a Nunc-
Immunostickbe épitett kimutatas. Az IgA kimutatds érzékenységét 0-6 hdnapos,
fiziologidsan alacsony IgA szintl (de nem IgA hidnyos) csecsemd8k (n=68) tesztelésével
vizsgdltuk, és azt taldltuk, hogy a gyorsteszt mar a 0.2 g/l koruli szérum IgA értékeknél

lathatd vonalat ad. A halvany reakciok jobban lathatéva valtak 15-30 perc mulva.

O IgA:0.22g/l 3
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18. abra. A Biocard Celiac Disease Teszt dsszes IgA-t is kimutato valtozatanak tesztelése alacsony szérum IgA
szint(i csecsemOkben. A jobboldali képek 15 perc utan készultek.
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Raivio T, Kaukinen K, Nemes E, Laurila K, Collin P, Kovacs JB, Maki M, Korponay-Szabdé IR. Self
transglutaminase-based rapid coeliac disease antibody detection by a lateral flow method. Aliment Pharmacol
Ther. 2006;24:147-54.

A Biocard teszt 121 kezeletlen coeliakids és 107 nem coeliakids betegnél 96.7% szenzitivitast
és 93.5% specificitdst mutatott, azaz hasonléan jél m(ikédott, mint a laboratériumi
antitestmérési eljarasok és a prototipus gyorsteszt. Egy év diéta utdn a kezeletlen allapotban
vizsgdlt 15 coeliakids beteg kozil 13 negativ volt a Biocard teszttel, a két még pozitiv
személy pedig hatarérték TG2-ELISA eredményt mutatott. A vizsgdlat masodik részében
prospektiv vizsgalatokat végeztiink és a coeliakia felismerését nemcsak a gasztroenteroldgiai
rendelésen tiinetekkel jelentkez6, hanem a csaladszlirésre érkez6 betegekre és a kérhazi
osztadlyon fekv6 betegekre is kiterjesztettilk. Az eredmények hasonldéak voltak az EMA és
TG2 antitest eredményekhez (96.7% egyezés), a betegek kozil csak a pozitivaknal tortént
vékonybélbiopszia. A magyarorszagi vizsgalatokban 211 személyt értékeltiink. Biocard
pozitivitds a kifejezett klinikai gyanu miatt érkezd betegek 70%-anal, az egyéb klinikai
betegek 31%-anal és a rizikdcsoport (csaladtagok) 11.5%-andl volt jelen, mely jol egyezett az
EMA és anti-TG2 ELISA eredményekkel. A Biocard pozitiv betegeknél elvégzett 47
vékonybélbiopszia 46 esetben sulyos boholyatrdéfia jelenlétét igazolta (97.8%), egy betegnél
enyhe boholykarosodas volt a TG2-specifikus antitest in situ jelenlétével a vékonybélben. A
Biocard teszttel vizsgalt csopotban szignifikdnsabb roévidebb id6 (p=0.009) telt el az els6
jelentkezés és a vékonybélbiopszia elvégzése kozott, mint az ugyanabban az idészakban csak
laboratdriumi értékeléssel kivizsgalt Ujonnan diagnosztizalt coeliakids betegeknél. Az
elvégzett egyéb irdnyu invaziv vagy koltséges vizsgalatok (colonoscopia, explorativ
laparotomia, CR, MR, hormontesztek) szama is kevesebb volt (nem szignifikdns eredmény).
Az eredmények azt igazoljak, hogy a coeliakia antitestek gyors kimutatasa eredményesen
alkalmazhaté a klinikai diagnosztikaban. Jelenleg a Biocard gyorsteszt mind professzionalis,
mind otthoni hasznalatra kereskedelmi forgalomban van Magyarorszagon és folyamatosan
novekszik az igy felderitett betegek szama. Egy kozelmultban végzett klinikai felmérés soran
ugy talaltuk, hogy a 2006-2011 ko6zott diagnosztizalt mintegy 2000 Uj coeliakids beteg 9.6%-
anal a Biocard pozitivitds volt az elsé coeliakidra irdanyuldé vizsgdlat, melynek alapjan a

tovabbi kivizsgaldast megkezdték (nem publikalt adat).

5.2.10. A coeliakia gyorsteszt alkalmazdsa szlirévizsgalatokban

A gyorstesztek egyszer( kivitelezése, mely laboratoriumi jartassagot nem igényel, szélesiti a
coeliakia szeroldgiai vizsgdlatok indikacidinak korét és noveli azok potencidljat. A
csaladtagok kozil az els6foku rokonok kockazata 10% kordli, ezért szlrésiik mindenképp
indokolt. A szlirés megvaldsitasa azonban nem mindig konnyd; a kisgyermekeket nem
szivesen vetik ald vénas vérvételnek, ami gyakran technikailag sem konnyl. A felndtt

csaladtagok, féként férfiak egy része is idegenkedik a laboratdriumi sz(irést6l. Masrészt a
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2007-ben bevezetett beutaldsi korlatozdsok is nehezitik a csalddszlrés végrehajtasat.
Vizsgdlatainkkal kimutattuk, hogy az ujjbegybdl a gyorsteszt alkalmazdsaval végzett coeliakia

szlrés effektiv és megbizhatd (Raivio és mtsai 2006).

5.2.10.1. A coeliakia el6forduldsa a magyar gyermekpopulaciéban

Korponay-Szabd IR, Szabados K, Pusztai J, Uhrin K, Ludmany E, Nemes E, Kaukinen K, apitany A, Koskinen L,
Sipka S, Imre A, Maki M. Population screening for coeliac disease in primary care by district nurses using a rapid
antibody test: diagnostic accuracy and feasibility study. British Medical J. 2007;335:1244-7.

Ez a tanulmany az els6 reprezentativ felmérés a coeliakia magyarorszagi el6forduldsarol.
Mivel a glutenfogyasztas immunoldgiai hatdsainak kifejlédéséhez id6 kell és jelenleg csak az
aktiv immunfolyamat ismerhet6 fel megbizhatdan, 6 éves kord gyermekeket vizsgaltunk a
kotelez6 beiskolazasi gyermekgydgyaszati ellenGrzésnél. A szlrésben Jasz-Nagykun-Szolnok
megye Osszes 6 éves koru lakossaganak 76%-a, 2676 f6 vett részt. A szlrést ujjbegy vérbdl a
helyi védén6k a Biocard Celiac Disease Teszttel végezték; a pozitiv eredmény(
gyermekeknél vékonybélbiopsziaval igazoltuk a diagndzist. A védéndék altal gydjtott dsszes
kapillaris vérmintabdl laboratériumi EMA és anti-TG2 ELISA (Celikey™) méréssel
ellendriztlik a szlrGteszt hatékonysagat és a védoéndi értékelés megbizhatosagat.

A vizsgalat alapjan a vékonybél szévettani vizsgdlattal igazolt coeliakia prevalencidja 1.38%
(1:73) a 6 éves magyar gyermekeknél, a coeliakia antitest pozitivitds el6fordulasa 1.79%.
Ezek az értékek kozel azonosak az 1996-ben végzett sokkal kisebb (n=427) felméréssel
(Korponay-Szabd és mtsai 1999), amikor 1:85 el6forduldsi ardnyt taldltunk 3-5 éves,
egészségesnek latszd dvodas gyermek korében szérumbdl végzett IgA+lgG EMA szlréssel.

A gyorsteszt m(ikodése megfelel6 volt és a védénbi értékelés 99.4%-ban egyezett a
laboratdriumi eredménnyel, annak ellenére, hogy a védéndk az alacsony antitest
koncentrdcioju betegek egy részét (14 gyermek) nem ismerték fel. Ez arra hivja fel a
figyelmet, hogy a gyorsteszt megitélése ilyen esetekben bizonyos gyakorlatot igényel (a
védondsk ekkor végeztek életiikben el6szor antitestkimutatast). Mivel a gyorsteszt ezeknél
halvany reakciot adott és a védén6k a vizsgalati protokollnak megfeleléen kozvetlendl
kiildték biopszidra a kiszlrt gyermekeket, az elképzelhetd, hogy a halvany reakcié esetén
nem minden esetben merték ennek a dontésnek a sulyat felvallalni. Az alacsony antitest
szint( gyermekek egyharnadanal nem volt boholyatrdfia, de a vékonybélben jelen volt a
kdros immunreakcié (emelkedett gamma-delta IEL, lerakédott coeliakia antitestek).

A populdciébdl kiszlirt coeliakias gyermekek kisebbek voltak kortarsaiknal és egy validalt
Child Health Questionnaire kérdGiv alacsonyabb életminGséget mutatott, mely a kezelés
(glutenmentes diéta) hatasara javult. Minor tiinetek vagy anaemia a kiszdrt gyermekek 85%-
anal észlelhetd volt, de ezekkel a sziil6k még nem fordultak orvoshoz.

A 2005-0s szlrésben alkalmazott elsé generacids gyorsteszt csak IgA antitesteket vizsgal.

Ennek megfelel6en a helyszini szlirés egy IgA hianyos coeliakids gyermeknél alnegativ
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eredményt adott. Azéta masodik generdcids teszt jelent meg, melynek kontroll vonala a
vérben |1évé 06ssz IgA-t mutatja ki, igy jelzi az IgA hianyos allapotot. Ezzel a mdsodik
generacios teszttel tobb, dnkormanyzatok altal szponzoralt szlrés tértént 2006-2011 kozott

Magyarorszag néhany teleplilésén szintén 6 éves koru gyermekeknél (19. abra).

19. abra. A Biocard Celiac Disease Teszt alkalmazasaval végzett coeliakia népességsziirés Magyarorszagon. A
piros terllet a 2005-6s sziirést mutatja, jobboldalt a részletes prevalencia adatokkal.

Ezek a szlirések hasonld, 1.5% koriili prevalenciat allapitottak meg (6. tablazat). Az IgA hiany

el6fordulasa 0.8%-nak adddott, mely az eurdpai értékeknél (1:400) magasabb.

6. tablazat. A Biocard Celiac Disease Teszt alkalmazasaval végzett coeliakia népességsziirések eredményei

Hely Ev Sz(irési Eletkor Ismert Szliréssel  Osszesitett
szam coeliakia felfedezett prevalencia
Jasz-Nagy- 2005 2676 6 évesek 5 33 1.38%
Szolnok megye
Helyi 2006- 1846 6 évesek 4 24 1.51%
alapellatas* 2011
Budapest 2010- 2205  15-18 évesek 3 27 1.36 %
2011
Debrecen/ 2010- 658 Terhes 5 4 136 %
Nyiregyhaza 2011 nék

*Ajka, Balatonfiired (évente), Budadrs, Hdromfa, Kunhegyes, Miskolc, Szolnok vdros, Pomdz, Ujszdsz,
Tiszaftired

5.2.10.2. A coeliakia el6forduldasa magyar serdiil6kben és feln6ttekben

2010-ben szlirGvizsgdlatot inditottunk Budapesten 15-18 éves fiatalok korében a ,Tiszta
lappal” szlir6program keretében. Ennek soran 2205 kozépiskolas fiatalt szlrtlink a Heim Pal
Gyermekkdrhdzban. A coeliakia el6forduldsa 1.36% volt. A feln6tt lakossag szlrése
nehézkesebb, mivel kevés a lakossag ismerete a betegségrél és a kampanyszer( szlrések
esetén a panaszos személyek tuljelentkezése miatt a valds értéknél magasabbat mérhetiink.
Ezért egy olyan keresztmetszeti vizsgalatot terveztiink, melyekben a szlrésre alkalmat add
egészségligyi ténykedés a panaszoktdl fliggetlen volt és ezért a szlrt népesség valogatas

nélkilinek tekinthets. A kotelez6 terhesgondozason sorban jelentkezd terhes néket sz(irtiik
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a 32-36. gesztacios hét kozott Debrecenben és Nyiregyhdzan 2010-ben. Pozitiv esetben a
sziléskor megvizsgaltuk a placentat, az ujsziilott allapotat és az anyai antitestek
transzmissziéjat, valamint endoszképos vizsgalatot és vékonybélbiopsziat ajanlottunk fel az
anydnak. A szlirésben 658 f6 vett részt, koztik 4 Uj coeliakia antitest pozitiv anyat (0.6%)
taldltunk. Tovabbi 5 ismert, mar kezelt coeliakias beteg sziilt ugyanebben az idGszakban,
akinek lakéhelye a vizsgalt foldrajzi terlileten van, igy a teljes prevalencia hasonld a
gyermekekhez és fiatal feln6ttekhez (1.36%). A magzatokban szilészeti szévé6dményt nem
taldltunk, mindnyajan érett sullyal sziilettek (a korai terhességi veszteség és a kisebb sulyu
korasziilottek felmérésére a vizsgalat nem alkalmas, mivel a szlirés a 32. héten vagy utdna
tortént). Az Ujszilottekbe nem jutottak at az erGsen patogen IgA tipusu anyai coeliakia
antitestek, a koldokzsinér vérben azonban valtozd concentracidoban IgG anyai coeliakia
antitestek kimutathatok voltak (5.5.6. fejezet).

5.2.10.3. A coeliakia szlrési stratégia és hatékonysag javitasa

A szlrési tapasztalatok alapjan ugy latszik, hogy a 6 éves életkor a legalkalmasabb a
szlirésre. A kamaszoknal és a felnétteknél sokkal nehezebb a technikai szervezés és a diéta
késébbi betartasa. Erdekes médon a népességsz(irésnél nemritkdn olyanokat szdirtiink ki,
akiknek masodfokd vagy tavolabbi rokonsagdban van coeliakia. Ezért a csalddtagok

kovetésével vizsgaltuk, hogy mely életkorban jelennek meg az anti-TG2 antitestek.

Korponay-Szabé IR, Kapitany A, B Kovacs J, Lérincz M, Opre J, Nemes E, Tumpek J, Sipka S. Is coeliac
disease a dominantly inherited disorder? J Pediatr Gastr Nutr 2005;40:638. (absztrakt)

Els6foku rokonok vizsgdlataval Ggy talaltuk, hogy a hdarom éves korban végzett sz(irés
eredménye még nem végleges, 3-6 éves kor kozott még gyakran jelennek meg addig negativ
személyeknél is antitestek, igy populaciés szinten feltehet6éen nem érdemes a 6 éves
életkornal el6bbre hozni altalanos szlir6vizsgalatok tervezését.

Raivio T, Korponay-Szabé IR, Paajanen T, Ashorn M, lltanen S, Collin P, Laurila K, Nemes E, Kovacs JB,
Carrard G, Saramaki M, Maki M, Kaukinen K. Comparison of a novel whole blood transglutaminase-based ELISA

with a whole blood rapid antibody test and established conventional serological celiac disease assays. J Pediatr
Gastroenterol Nutr. 2008;47:562-7.

A hagyomdnyos szeroldgiai vizsgalatokra épul6 coeliakia szlir6vizsgdlatok munka- és
koltségigényesek. A korabban altalunk kifejlesztett helyszini gyorsteszt alkalmazasdaval a
szirés meggyorsithatd, szamszerlien mérhet6 objektiv eredmények azonban
csokkenthetnék azokat az interpretacidos nehézségeket, melyeket az alacsony antitest
koncentaciébdl fakadd halvany tesztvonalak okoznak. Masrészt automatizalhato rendszerek
el6segitenék nagy atbocsatd képességl mérés létrehozasat. Ezért a gyorsteszt elvén
mUikods ELISA eljarast fejlesztettlink ki, mellyel az antitestek teljes vérb6l automatizalt
rendszerrel is quantitativan mérhet6ék. llyen automatak helyszini mérésekre felszerelt

szlr6kocsikba telepithetdk.
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5.3. A coeliakia antitestek in vivo kot6désének vizsgalata

5.3.1 Transzglutaminaz-specifikus autoantitestek kimutatasa a betegek vékonybelében

A TG2 enzim a vékonybél extracelluldris matrixdban szabadon hozzaférhetd, ezért varhatd
volt, hogy magas szérum anti-TG2 mellett, az autoantitestek a TG2 felszinén a betegek
szoveteiben is megtalalhatok lesznek. Szdmos irodalmi adat utalt mar a 1970-es évektdl
arra, hogy a vékonybélben coeliakia illetve dermatitis herpetiformis esetén specifikus IgA
lerakédas van (Shiner és mtsai 1972, Karpati és mtsai 1988), de ennek autoimmun jellege
vitatott volt. Akkoriban az autoantigén még nem volt ismert és csak morfoldgiai jeleket
lehetett értékelni. Nagyfokban nehezitette viszont a megitélést, hogy a kdrosan atalakult
strukturdju, atréfias vékonybél nyalkahartydban észlelhet6 IgA elrendez6dést nem lehetett
biztonsaggal 6sszehasonlitani a normal szovetekhez torténé EMA, ARA, JEA kotGdési
mintazatokkal. Ugyancsak zavard volt a normalishoz képest fokozott szamban jelen 1évé IgA
plazmasejtekbdl adédd magas hattérfest6dés. Miutan a normal metszeten igazoltuk, hogy a
CUB7402 monoklondlis anti-TG2 antitest fagyasztott metszeteken a coeliakids IgA-val

azonos eloszlasban kotédik, ennek segitségével vizsgaltuk a vékonybél mintakat is.

Korponay-Szabd IR, Halttunen T, Szalai Z, Laurila K, Kiraly R, B.Kovacs J, Fésus M, Maki M. In vivo targeting of
intestinal and extraintestinal transglutaminase 2 by coeliac autoantibodies. Gut 2004,53:641-8. (1.melléklet)

Kettds festés alkalmazdsaval igazoltuk, hogy az in vivo IgA lerakddas az extracellularis TG2
mentén jon létre és mar a boholyatréfia kialakuldsa el6tt, a betegség latens fazisaban
kimutathatd (1. melléklet 1. dbra). A vizsgdlatok nemcsak a TG2 antigénnel, hanem a TG2
keresztkotdé enzimaktivitasdval azonos lokalizaciot is igazoltak. Egyes esetekben a bélben
észlelhet6 immunreakcié id6ben megel6zte a savoban megjelend anti-TG2 reaktivitast. Az
IgA antitestek kiolddsaval és normal szubsztratokon torténd indirekt immunfluoreszcens
vizsgdlattal igazoltuk, hogy az EMA, ARA és JEA reakcidért felel6s antitestek talalhatok meg a
bélben lerakddva is. A coeliakids antitesteket csak a TG2 antigén eltdvolitasaval lehetett a
szovetekbdl teljesen extrahdlni. Ehhez az indirekt vizsgalatoknal alkalmazott KSCN-n kiviil
chloroacetat alkalmazdasara is szlikség volt, mely erGteljesebben bontja szét a TG2-
fibronectin kot6dést, de nem befolyasolja a szoveti plazmasejtekben lathaté intracellularis
IgA felismerhet6ségét. Az extrahdlt IgA antitestekrél bizonyitottuk, hogy TG2-re
specifikusak, ELISA mddszerrel rekombindans TG2 antigénnel mérheték és normal
szovetekhez hozzdadva, azokhoz jellegzetes endomysium és reticulin tipusu reakcidval
kotédnek (1. melléklet 4. dbra). A coeliakias szovetekbdl TG2-specifikus antitestek alacsony
pH alkalmazdasaval is kinyerhet6k, de ezzel a szoveti kotédés teljesen nem tlnik el.
Valészinlleg ebben nemcsak a kotédott antitestek magas aviditdsa, hanem a TG2
keresztkotd enzimatikus aktivitdsa folytan az enzimhez valé részleges keresztkotottségik is

szerepet jatszik.
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Salmi TT, Collin P, Korponay-Szabd IR, Laurila K, Partanen J, Huhtala H, Kiraly R, Lorand L, Reunala T, Maki M,
Kaukinen K. Endomysial antibody-negative coeliac disease: clinical characteristics and intestinal autoantibody
deposits. Gut 2006;55:1746-53.

A szbvetekben lerakddott hasonld IgA antitesteket 25 olyan IgA kompetens feln6tt betegnél
is vizsgaltuk (medidn életkor 55 év, tartomany 20-79 év), akiknek coeliakiara jellemzé
boholyatrdfidja volt, de a szérumban az EMA vizsgalat negativ volt. Ezek a betegek az azonos
id6szak alatt diagnosztizalt coeliakids betegek 15%-at tették ki. Koziilik a klinikai lefolyas, a
glutenmentes diétdra adott valasz és HLA-DQ2 (vagy DQ8) hordozas alapjan 22-nél
coeliakiat lehetett megallapitani; 2 esetben kés6bb enteropatia-asszocialt lymphoma alakult
ki. Harom betegnél autoimmun enteropatiat diagnosztizaltak, ezek mind HLA-DQ2 és DQS8
negativak voltak. Vékonybélminta fagyasztott metszete koziilik 18 EMA-negativ coeliakids
betegnél allt rendelkezésre és mindnél ki tudtuk mutatni a szoveti TG2 felszinén
megkot6dott jellegzetes IgA antitesteket, mig a 3 autoimmun enteropatidban szenveddé
beteg koziil egyiknél nem volt IgA lerakddas. A lerakddott IgA TG2-specificitasat tovabbi
kisérletekkel is megerGsitettik, mivel a vékonybélben talalhaté IgA specifikusan megkotott

egy kiviilrél hozzaadott, GST-vel jelolt human rekombinans TG2 fehérjét (20. dbra A-C).

A B C D

GST-TG2

IgA
G92

FBN :
GST-TG2 VRS AT g

=

20. abra. A coeliakias IgA autoantitestek széveti TG2 fehérjéhez vald in vivo kdtédésének bizonyitasa. A-B. A
szbvetekhez kotddott dimer IgA-t zold festéssel (FITC anti-IgA) jeléltiik, majd masik kétéhelyéhez GST-vel jeldlt,
tisztitott human rekombinans TG2-t adtunk, és ezt anti-GST antitesttel szelektiven ismertik fel (piros); a két
marker kolokalizacéja esetén sarga szin jott létre (B) a jellegzetes subepitelidlis szalagszer(i elrendez6dés
formajaban. A GST-TG2 fibronectinhez (FBN) valo kotédését feleslegben adott oldott fibronectin fragmenttel és a
TG2 fibronectin kétéhelyéhez kétéd6 monoklonalis antitesttel (G92) gatoltuk meg. Nem coeliakias kontroll
metszetekhez a GST-TG2 nem koétédott (C). Plazminogén hianyban szenvedd coeliakias beteg koérosan
egyenetlen TG2 expresszidja esetén az IgA autoantitestek is ebben a kdros mintazatban kétédtek (D).

A szeronegativ coeliakids betegek IgA antitestjeinek kivondsa a szovetekbdl hosszabb id6t és
toményebb reagenseket igényelt. Ez arra utal, hogy ezek nagy aviditassal kotGdnek
szovetekhez és taldn ezért is alacsony a szérumszintjiik. Erdekes modon a legintenzivebb
szoveti IgA lerakddas a lymphomas betegeknél volt, igy ez a megfigyelés felveti annak a
lehet6ségét, hogy az IgA tartds jelenléte szov6dmények kialakuldsara hajlamosit.

Veres G, Korponay-Szabd IR (megosztott elsé szerzé), Maka E, Glasz T, Mamula P, Papp M, Dezs6fi A, Arato

A. Duodenal ulceration in a celiac patient with plasminogen | deficiency: coincidence or cofactors? Pediatrics.
2011 Nov;128:e1302-6.
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A coeliakia antitestek TG2-specifikus in vivo kot6dését egy sajatos esetismertetéssel is
alatamasztottuk: ha a TG2 szoveti eloszlasa koros, akkor a coeliakia antitestek is a
megvaltozott elhelyezkedésli TG2 felszinének megfelel6en kotédnek. Az ismertetett
betegnek a coeliakia mellett velesziletett plazminogén |. hidnyt okozé homozigota
mutdacidja is volt. Ennek kovetkeztében nagymennyiségl fibrin rakddott le a ham alatt, mely
a TG2-t hordozé kot6szoveti rostok diszlokacidjat és felrostozddasat okozta. A coeliakia
soran termel6dd IgA autoantitestek szintén ebben a bizarr elrendez6désben rakddtak le (20.
abra D), igazolvan, hogy ez a kotédés in vitro megtorténik és nem a metszés vagy festés

korili métermék.

5.3.2 Transzglutaminaz-specifikus antitestek az emészt6rendszer mas részein

Korponay-Szabé IR, B Kovéacs J, Lérincz M, Kérmendy M, Katona M, Sashegyi J. In vivo anti-endomysium
antibody (EmA) like deposits in the oesophagus of patients with coeliac disease and GOR. Gut 1995;37:(Suppl
2) p. A222. (absztrakt)

A vékonybélnyalkahdartya mellett in vivo kot6dott IgA antitesteket mutattunk ki a nyel6csd,
gyomor illetve a vastagbél nydlkahartydjaban is. A nyel6cs6ben lerakédott IgA jellegzetes
EMA elrendez6dést mutatott és kompetitiv médon akaddlyozta kiviilr6l hozzaadott mas
coeliakias antitestek kotodését. A mintak olyen betegektdl szarmaztak, akiknek a coeliakia
mellett kdros gastro-oesophagealis refluxa illetve colitise is volt, amely azonban a coeliakia
diétas kezelése utan enyhiilt. Az el6z6 megfigyelésekkel egybehangzdan mindez arra utalt,

hogy az antitestek jelenléte kdros helyi folyamatokat indithat el vagy sulyosbithat.

5.3.3 Traszglutamindaz-specifikus antitestek az emésztérendszeren kiviili szovetekben

Korponay-Szabd IR, Halttunen T, Szalai Z, Laurila K, Kiraly R, B.Kovacs J, Fésis M, Maki M. In vivo targeting of
intestinal and extraintestinal transglutaminase 2 by coeliac autoantibodies. Gut 2004,53:641-8.

Hadjivassiliou M, Maki M, Sanders DS, Williamson CA, Grunewald RA, Woodroofe NM, Korponay-Szabd IR.
Autoantibody targeting of brain and intestinal transglutaminase in gluten ataxia. Neurology. 2006;66:373-7.

TG2-specifikus antitestek jelenlétét igazoltuk immunhisztokémiai és molekuldris biolégiai
vizsgdlatokkal coeliakids betegek majaban, veséjében, izmaiban, nyirokcsomaéiban,
appendixében és agyaban is. Az appendix kivételével a tobbi szerv biopszids vizsgalatara
tarsuld lokalis betegségi jelek (majlézid, proteinuria, myopathia, lymphadenopathia) miatt
diagnosztikus célbdl keriilt sor, a rutin szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok azonban
strukturdlis eltérést vagy egyéb kérfolyamatot nem igazoltak. Az appendixet egy mas
indikacioval végzett laparoszkdpos vizsgalatnal, technikai okok miatt tavolitottak el. Az agy
minta postmortem anyag volt. Két klinikai esetben a coeliakia diagndzisa az
extraintesztindlis biopszia idején nem volt még ismert és a vizsgalatokat eredetileg here
illetve hasi nyirokcsomd megnagyobbodas miatt, tumor gyanujanak tisztazasara végezték (1.

melléklet). Mindkét betegnél kés6bb, a jelentés anaemia, vashidny miatt végzett EMA
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vizsgdlat pozitivitasa illetve a vékonybélbiopszia alapjan igazolédott a coeliakia fennalldsa,
majd a glutenmentes diéta mellett a nyirokcsomdk mérete is normalizdlodott. Ezeknél a
betegeknél a kordbbi fagyasztott nyirokcsomd biopszias mintakbdl végeztiik el a kombinalt
anti-IgA/TG2 festést. A kulonféle szovetekben megkot6dott IgA (IgA hidnyos betegeknél IgG)
antitestek kotédési mintazata egyezett a normal szoveteken mar jél ismert endomysium
illetve reticulin kot6dési mintazattal (1. melléklet 2-3. abra). A pontosabb értékelés
érdekében itt is kivontuk az antitesteket a szovetekbdl és indirekt immunfluoreszcens
eljarassal bizonyitottuk kotédésiiket a klasszikus EMA, ARA és JEA szubsztratokhoz (majom
nyel6cs6, human koldokzsindr és appendix). Azt is igazoltuk, hogy nem kotédnek TG2
hianyos (TG2-/-) egér sz6vethez, csak akkor, ha ahhoz el6zetesen human TG2 fehérjét adunk
(1. melléklet 4. abra). Ezekkel a kisérletekkel megallapithaté volt, hogy a szovetekben
lerakédott IgA kizardlag a TG2 fehérjét ismeri fel, mas szoveti alkotérészeket nem. Kilon
kiemelendd, hogy szemben a kordbban savéval végzett vizsgdlatokkal (34. oldal), a
szovetekbdl tisztitott coeliakids IgA nem tartalmazott aktinnal reagdld antitesteket, és igy
TG2-specifikus affinitas-tisztitott antitestnek tekinthetd.

A tovabbi vizsgalatokban TG2 antigén és a lerakddott IgA pontosabb lokalizaciéjat vizsgalva
megallapitottuk, hogy azok a laminin extracelluldris oldalan helyezkednek el, elsGsorban a
kiserek felszinén (1. melléklet 1. dbra). A vizsgalatok arra is felhivtdk a figyelmet, hogy a
reticulin rostok mentén kot6dé antitestek megtalalhatok a coeliakia sordn
megnagyobbodott nyirokcsomdkban, amelyek gyakran diagnosztikus nehézséget okoznak. A
coeliakidban ez a manifesztacidé kordbban nem volt ismert. Ugyancsak els6ként észleltiink

TG2-specifikus antitest lerakédast szivelégtelenség miatt kezelt coeliakias fiatal feln6tt

szivizom rostjai korul (21A. abra).
A B C

21. abra. In vivo lerakodott IgA autoantitestek (zold) coeliakias beteg szivizom biopszias mintajaban (A) és gluten
ataxias beteg kisagyi ereinek felszinén (B-C). Az IgA kolokalizaciét mutat a CUB7402 monoklonalis antitesttel
(piros) jelolt széveti TG2 fehérjével (A-B) és a kiserekkel (C), von Willebrand faktor festés (piros) alapjan.

Az in vivo IgA lerakddas vizsgalata szempontjdbdl kilondsen két szervet taldltunk
érdekesnek: az agyat és a placentat. Ezek coeliakidban jatszott szerepérél addig az

eredmények erésen ellentmondasosak voltak.

5.3.3.1 TG2-specifikus antitestek az agyban
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Ismert, hogy a coeliakia szév6dményeként id6sebb korban kisagyi atrdfia és cerellaris ataxia
alakulhat ki, de cerebelldris ataxiat gyakran olyan betegeknél is észleltek, akiknél a
vékonybél boholyszerkezete nem volt kdrosodott, és ezért a coeliakia hagyomanyos
diagnosztikus kritériumainak nem feleltek meg. Ezek egy részénél a szérumban voltak TG2
elleni vagy EMA antitestek, de masik résziiknél csak gliadin antitestek. Ezért kétséges volt,
hogy ez a ‘gluten ataxidnak’ nevezett kdrkép (Hadjivassiliou és mtsai 1998, 2002) a coeliakia
formakorbe tartozik vagy nem. Korai stddiumban glutenmentes diéta ilyen betegeknél az
ataxia stagnaldsdhoz vagy némi javuldsdhoz vezethet, de a gliadin antitestek nem
specifikusak, orokletes, glutent6l flggetlen ataxids betegeknél is mértek emelkedett
értékeket. Tisztazatlan volt az is, hogy az agyi folyamat, ha az coeliakia eredetl, milyen
mechanizmussal alakul ki. A szévettani eltérésekben a Purkinje-sejtek pusztuldsa, az agy
sorvadasa és a kiserek koril limfocitas beszlir6dés domindl, igy elsGsorban immunolégiai
mechanizmus lehet6sége merilt fel. Vizsgalatainkhoz Marios Hadjivassiliou csoportjaval
egylttmdkodve vékonybélbiopszias mintdkat kaptunk klinikailag gluten-ataxiaban (n=11) és
mas eredetd, elsGsorban orokletes ataxidban szenvedé (n=8), glutenmentes diétara klinikai
valaszt nem mutatd betegektdl és azokat a klinikai adatok ismerete nélkil értékeltlik. A
vékonybélmintak tobbsége normal boholyszerkezetl volt, de a gluten ataxids betegekben
egy kivétellel a jellegzetes IgA lerakddas megfigyelhet6 volt, mig minden kontroll ataxias

beteg negativ volt (7. tablazat).

7. tablazat. Immunoldgiai eredmények a vizsgalt cerebellaris ataxiaban szenvedd betegekben

Gluten ataxia Egyéb ataxia*
N=11 N=8
Gliadin antitestek a szérumban 10 7
EMA vagy anti-TG2 a szérumban 3 1
Partialis boholyatroéfia 4 0
IgA lerakodas a vékonybélben a TG2 felszinén 10 0

*klinikai diagndzisok: sclerosis multiplex (n=1), herediter spasticus paraplegia (n=1), multiplex system

atrofia (n=2), spinocerebellaris ataxia 6-o0s tipus (n=3), alkoholos eredet (n=1).

Ugyanebben a vizsgalatban egy agymintat is médunk nyilt vizsgalni egy gluten ataxiaban
elhunyt betegt6l, akinek nem volt vékonybélmanifesztacidja (boholyatréfidja), és a
szérumban sem voltak kimutathatdk az anti-TG2 antitestek. Az erek mentén torténd IgA
lerakédas kilonosen jellegzetes volt az agyban. Az agyalapon és a felszinen |évé artéridk és
vénak a szokdsos endomysium tipusu IgA kotédést mutattdk, de az agy allomanydban beldli
kiserek felszinéhez az IgA granuldris mintazatban kotédott (21. dbra B-C). Ebben
valdszinlileg a vér-agy gat specidlis felépitése is szerepet jatszhatott, amely az IgA szamara
korlatozottan atjarhatd. A TG2 antitestek jelenléte gluten ataxidban alatdémasztja, hogy ez a

coeliakia egyik manifesztacidja. A TG2 autoantitestek lehetséges patogenetikai szerepét a
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kés6bbiekben masok allatkisérletekben is kimutattak, mivel egereknél intrathecalisan
beadott TG2-specifikus monoklondlis és beteg antitestekkel atmeneti ataxiat lehetett

kivaltani (Boscolo és mtsai 2010).
5.3.3.2 TG2-specifikus antitestek a placentdaban

A coeliakids nGkben gyakoribb az infertilitds és a sziilés korili szovédmények (Freeman
2010), valamint egyes vizsgalatokban az Ujsziilottek alacsonyabb sulyat észlelték (Martinelli
és mtsai 2000), azonban ezt nagyobb felmérésekkel nem tudtdk megerdsiteni (Greco és
mtsai 2004). A placenta nagy mennyiségben tartalmaz TG2 antigént az erekben, mind az
anyai, mind a magzati részekben (22. dbra). A chorionbolyhok altaldnos szerkezete és
funkciondlis szerepe analég a vékonybélbolyhokével, azzal a kiilonbséggel, hogy két
dimenzd helyett harom dimenzidban képeznek bolyhozott felszint. Az egyrétegl
syntitiotrophoblast boritas alatt a TG2 hasonléan megtaldlhaté, mint a vékonybélben.

A B C

Koldokzsinér

. Syntitiotrophoblast
Chorionboholy Anyai vérrel telt

Intervillus tér

Cyto-
" trophoblast

22. abra. TG2 expresszi6 (piros) normal vékonybélboholyban, (A) chorionboholyban (B). IgA (z6ld) a bélben csak
a plazmasejteken belul fordul el8, a placentdban normalisan nem talalhat6. C. A human placenta szerkezete.

Aktiv betegségben szenvedd coeliakids anyak placenta szovetét vizsgdltuk, melyre egy
terhesség alatti szeroldgiai szlirés (5.2.10.2. fejezet) adott lehetfséget. JelentGs mennyiségl
IgA lerakddasat észleltik a decidualis erekben, mely a CUB7402 monoklonalis antitesttel
végzett jeloléssel azonos lokalizaciét mutatott (23A. dbra, sdrga). A magzati bolyhok
felszinére is kot6dott az anyai IgA, de a belsejikben 1év6 TG2 antigént nem érte el (B-C).

o

23. abra. In vivo IgA lerakddas (z6ld) coeliakias anya placentajaban az anyai erek falaban (A) és a magzati
bolyhok felszinén (B), mely a magzati TG2 antigént (piros, CUB7402) a bolyhok belsejében nem éri el. A
felszinen lerakddott IgA a felszini TG2 (piros, TG100 festés) mentén kétédik (C).
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Mivel a CUB7402 antitest a felszini (surface) TG2-t nem képes felismerni, kiegészit6
vizsgdlatokat végeztiink a felszini TG2 jelolésére alkalmas TG100 monoklonalis antitesttel,
melynél a chorionbolyhok felszinén is igazolhatd volt a TG2 jelenléte és az anyai antitesttel
azonos lokalizacié (23. abra C, sarga). Ennek alapjan megallapithatd, hogy a coeliakias IgA a
normal IgA-hoz hasonldéan nem jut 4t a magzatba, de a bolyhok felszinén vagy a placenta
karositasaval zavarhatja a tdpanyagok felszivédast. A gyermekeknél észlelt hatasok leirasa a
5.5.6. fejezetben taldlhato.

5.3.4 Traszglutamindaz-specifikus antitestek IgA hianyos betegekben

A TG2 elleni lokalis és szisztémas autoimmun reakcio klinikai jelentGsége sokaig vitatott volt,
mivel IgA hianyos betegeknél az IgA antitestek hidnyoztak, boholyatréfiat azonban leirtak.
Az IgA hidnyos betegeknél a savdoban nagymennyiségl 1gG anti-TG2 antitest van jelen.
Kimutattuk, hogy IgA hianyos coeliakids betegeknél a majban leakddnak a TG2-specifikus
IgG antitestek (1. melléklet 3. dbra), azaz az IgG autoantitestek is képesek kotédni a betegek
szoveteihez. A bélben azonban az IgG mellett els6sorban IgM osztalyu TG2 antitesteket
taldltunk (24. abra), melyek viszont nem keriltek be a keringésbe. Egyidejlileg az IgA
tartalmu plazmasejtek szdma is felszaporodott. Osszességében a plazmasejtekben 1évé és a
lerakédott IgM antitestek megjelenése azonos volt az IgA kompetens coeliakids betegeknél

megszokott IgA fest6dés jellegével (24. dbra). Ez megfelel annak az immunoldgiai ténynek,

hogy a mukozalis immunrendszerben IgA hiany esetén az IgA szerepét az IgM veszi at.
A B C

24, abra. In vivo IgM lerakddas (zdld) IgA hianyos coeliakias beteg vékonybelében (A) és annak kolokalizacidja a
pirossal jeldlt széveti TG2 antigénnel (B), mely sarga jelet ad. Jelentés mennyiségl IgM plazmasejt is lathato, de
itt nincs kolokalizacid. A metszethez hozzaadott tovabbi coeliakias IgA antitest mar tud kétédni (C, IgA festés).

Az IgA hidnyos betegek mintdi lehet6séget adtak annak bizonyitasadra is, hogy a
nyalkahartydban lerakddott antitestek a TG2 gyakorlatilag minden kot6helyét lefedik. Az
IgM-t tartalmazo mintdkhoz tisztitott coeliakids IgA-t hozzdadva, mar tovabbi kotédést nem
lehetett elérni, holott az alkalmazott IgA nem coeliakids, lerakddott autoantitestet nem

tartalmazod vékonybélmetszetekhez a szokott JEA mintdzattal jél kot6dott (24C. dbra).
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5.3.5 A betegek szoveteiben lerakddott transzglutaminaz-specifikus antitestek klinikai és
diagnosztikus jelentdsége

A coeliakias betegeknél az extraintesztinalis tlinetek javultak glutenmentes diéta hatasara,
mely arra utal, hogy a coeliakia szdmos extraintesztinalis manifesztacidja kozil egyesekben
TG2 autoantitest-medialt mechanizmusok is szerepet jatszhatnak. A mukozdlis TG2-
specifikus IgA és IgM antitestek bizonyitasa érzékenyebb diagnosztikus eszkéznek bizonyult,
mint a savobdl végzett vizsgalatok. A vérben a felnétt coeliakias betegek mintegy 10-15%-
anal nem lehet EMA vagy anti-TG2 antitesteket kimutatni. Az el6z6ekben bemutatott
immunfluoreszcens vizsgdlatokkal 18 ilyen EMA negativ feln6tt coeliakids betegnél igazoltuk
(Salmi és mtsai 2006b), hogy a TG2 antigénhez kot6dott antitestek viszont minden esetben
jelen voltak a vékonybélbdl vett biopszias mintakban, melynek kimutatdsa a diagnodzist
megkonnyitheti. A mukozalis TG2-specifikus antitestek kimutatdsanak azoknal a betegeknél
is jelent6sége lehet, akik a betegség korai szakaszdban vannak és szeropozitivitds ellenére
még nincs boholykarosodasuk vagy az enyhe béleltérések mellett szeronegativak. Ezekben
az esetekben a coeliakids betegségkorhoz valdé tartozds 6nmagdaban is kétséges lehet, és
kordbban ezeknél a személyeknél a vékonybél rutin fénymikroszkdpos vizsgalatdval — ha a
boholyszerkezet strukturdlisan normalis volt — a coeliakia lehetGségét egyszerilen kizartnak
tekintették. A klinikai kovetés sordn azonban egyeseknél manifeszt coeliakia alakult ki
(Kaukinen és mtsai 2001), és nemritkdan az ilyen betegeknek a normal boholyszerkezet
ellenére gluten-dependens tiinetei voltak.

Salmi TT, Collin P, Jarvinen O, Haimila K, Partanen J, Laurila K, Korponay-Szabd IR, Huhtala H, Reunala T,

Maki M, Kaukinen K. Immunoglobulin A autoantibodies against transglutaminase 2 in the small intestinal mucosa
predict forthcoming coeliac disease. Aliment Pharmacol Ther. 2006;24:541-52.

Tanulmanyunkban ezért arra kerestiink valaszt, hogy a TG2 antitestek jelenléte a
vékonybélben el6re jelezheti-e azt, hogy kinél alakul ki majd a kés6bbiekben coeliakia. A
vizsgdlatban 75 olyan beteget kovettink, akiknél kezdetben coeliakia gyanuja miatt
vékonybélbiopszids vizsgalat tortént, de az nem mutatott jellemz6 boholyszerkezeti eltérést
és ezért nem javasoltak nekik kezelést, glutenmentes diétat. 25 betegnél az EMA a savdban
kimutathatd volt, 50 betegnél nem. Az 50 beteg kozil 25-nél a vékonybélben fokozott
intraepithelidlis limfocitaszdmot mértek (Marsh 1 fokozatu eltérés), mig 25-nél a bélben ép
boholyszerkezet volt gyulladdsos jelek nélkil (Marsh 0). 6-9 éves kovetés soran az EMA
pozitiv csoportbdl 13, az EMA negativ Marsh 1 csoportbdl 3, a Marsh 0 csoportbdl pedig 1
betegnél alakult ki coeliakia és boholyatréfia. A kezdeti vékonybél szévetmintakban a TG2-
specifikus autoantitest jelenléte 93%-ban kimutathaté volt, és az eltérés 93% specificitassal
értékek magasabbak voltak, mint a szérumban kimutathaté EMA/TG2 antitest pozitivitds, de

magasabbak voltak a konvencionalisan a latens coeliakia markereként szdmon tartott CD3
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intraepithelialis limfocita szam vagy gamma-delta T sejtszdm diagnosztikus értékénél is (8.
tablazat).

8. tablazat. Diagnosztikusan felhasznalhat6 eltérések értékelése

Szenzitivitas (95%Cl) Specificitas (95% Cl)

Vékonybélbe lerakédott TG2- 93% (70-99%) 93% (69-99%)
specifikus antitestek

Szérum IgA coeliakias antitestek | 76% (53-90%) 83% (66-93%)
(EMA, anti-TG2)

Fokozott IEL a boholycsucsban 88% (64-97%) 71% (53-85%)
Fokozott gamma-delta IEL 76% (53-90%) 60% (42-75%)
Fokozott CD3 IEL szam (Marsh1) | 59% (36-78% 57% (39-73%)

HLA DQ2 vagy DQ8 jelenléte 100% (76-100% 66% (47-80%)

IEL: intraepitelidlis limfocitak

Ezek az adatok rdmutatnak arra, hogy nem minden Marsh 1 stadiumu eltérés jelent
coeliakiat és ez Onmagaban — f6ként a szérum antitestek negativitdsa mellett — nem
tekinthet6 elegenddnek a coeliakia diagndzishoz. A vizsgalat alatdmasztja azt is, hogy a
coeliakia természetes lefolydsa soran a vékonybélben az autoantitestek el6bb jelennek meg,
mint a boholyatréfia kifejlédése és a savoban észlelhet6 EMA/TG2 antitest mar el6re
jelezheti a késGbbi romldst. Az adatok jelent&sek a coeliakia fogalomkorének, definicidjanak
kib&vitéséhez is.

Kaukinen K, Peraaho M, Collin P, Partanen J, Woolley N, Kaartinen T, Nuutinen T, Halttunen T, Maki M,

Korponay-Szabd IR. Small-bowel mucosal transglutaminase 2-specific IgA deposits in coeliac disease without
villous atrophy: a prospective and randomized clinical study. Scand J Gastroenterol. 2005,40:564-72.

A mukozalis TG2-specifikus antitestek gluten-dependencidjanak igazoldsara 41 betegnél
prospektiv, randomizalt vizsgalatot végeztiink, akiknek emésztészervi panaszai voltak, de a
vékonybélbiopszia nem mutatott boholyszerkezeti eltérést. Kozilik 21-nek glutenmentes
diétat, 20-nak fokozott glutenbevitelt javasoltunk 6 honapig. Ezt kovetSen Ujabb
vékonybélbiopszids vizsgdlattal és a vizsgalat céljara kifejlesztett klinikai score alapjan
értékeltik Gket. A randomizdlt 41 beteg adatait 18 tipusos vékonybél szovettani
karosodassal rendelkezé coeliakids beteg klinikai valaszaval és 34 kontroll adataival
hasonlitottuk Ossze (25. dbra). A coeliakias betegeket glutenmentes diétan kovettiik, a

kontrolloknal csak els6 értékelés tortént meg, intervencidoban nem részesiiltek.

57



dc_308_11

Klasszikus Coeliakia gyand, Nem
coeliakia de normalis boholyszerkezet coeliakias
(boholyatrophia) fokozott y5+ IEL kontrollok
Randomizacio
n=18 n=41 n=34
Glutenmentes diéta Glutenterhelés Glutenmentes diéta
n=18 n=21 n=20
Glutenmentes diéta* Glutenterhelés*
n=5 n=1

25. abra. Vizsgalati protokoll (Kaukinen és mtsai 2005), *cross-over a betegek hajlandésaga alapjan

A 41 randomizdlt betegbdl 11-nél valtozott a klinikai allapot és a tlinetek az intervencid
hatdsara, 6k mind HLA-DQ2 vagy DQ8 genetikai adottsaggal rendelkeztek. Ot betegnél a
gluten hatasdra romlast lehetett észlelni, de klasszikus boholyatrofia egynél sem alakult ki.
Hat beteg glutenmentes diéta hatdsara klinkailag javult. Tovabbi 20 DQ2 vagy DQS8 pozitiv
beteg nem jelzett allapotvaltozast. A kezdeti allapotban azoknal a betegeknél lehetett a
vékonybélben TG2-specifikus antitesteket kimutatni, akiknek az dllapota valtozott a
glutenbevitel valtozdsara, és akik DQ2 vagy DQ8-t hordoztak. A gluten hatdsdra — a
tinetekkel padrhuzamosan — fokozddott az IgA lerakédas intenzitasa a vékonybélben, a diéta
mellett pedig csokkent (26. abra).

A B
3.
21
11
0"
Terhelés Diéta + -
csoport csoport HLA HLA

26. abra. A veékonybélben lerakddott IgA antitestek festédési intenzitasa (1-3) a glutenbevitel valtozasara
klinikailag reagalo (A) és nem reagald (B) randomizalt betegekben. Minden reagalé betegnél volt DQ2 vagy DQS8.

Ezt a valtozast a vizsgalat masodik periddusaban cross-over intervenciéval 6 betegnél még
jobban meg lehetett erGsiteni, viszont a klinikailag nem reagalé betegek tobbségénél
(18/20) nem voltak kimutathatok TG2-specifikus mukozalis antitestek, a két pozitiv betegnél
pedig halvanyak voltak és gluten hatdsara nem valtoztak. A HLA-DQ2 és DQ8 negativ
betegeknél (n=10) sem a kezdeti id6szakban, sem kés6bb nem lehetett a bélben TG2-

specifikus antitesteket kimutatni.
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Koskinen O, Villanen M, Korponay-Szab¢ |, Lindfors K, Maki M, Kaukinen K. Oats do not induce systemic or
mucosal autoantibody response in children with coeliac disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2009;48:559-65.

Egy kovetkez6 randomizalt, prospektiv tanulmanyban azt is megallapitottuk, hogy a
vékonybélben torténd IgA autoantitest lerakédas csak a coeliakidsok szamara toxikus
gabonafélék (buza, rozs, arpa) fogyasztasdval mutat 6sszefliggést, zab fogyasztasakor sem
klinikai relapsus, sem autoantitest nem provokalédik és a vékonybélben sem jelennek meg
autoantitestek vagy boholyatréfia. A zabban taldlhatd avenin hasonlé a glutenhez, és ezért
koradbban ennek fogyasztasat is tiltottak a coeliakidsoknak. A 2000-es évek elejétsl azonban
tobb megfigyelés arra utalt, hogy az avenin a legtobb coeliakids szamara hosszu tavon is
toleralhaté (Janatuinen és mtsai 2002), bar a klinikai adatok néha ellentmondasosak voltak.
A tanulmdnyokban észlelt reakcidk egy részéért a buza eredetli szennyezések is felel6sek
lehettek, masrészt egyes feln6tt betegeknél, akik gasztrointesztinalis tlinetekkel reagaltak a
zabkészitményekre, avenin-reaktiv T-limfocitdkat (Arentz-Hansen és mtsai 2004) és
esetenként boholyatrofiat taldltak. Sajat vizsgalatunk célja a zab hatdsara coeliakids
gyermekekben kialakulé immunoldgiai aktivacio vizsgalata volt. 23 résztvevét gluten- illetve
zabterhelési csoportba randomizaltunk, szerolégiai és vékonybél szovettani vizsgdlatokkal
kovettink. Amennyiben gluten hatasara relapsus alakult ki, a betegek a glutent kiiktattak az
étrendbdl, de folytattdk a zab fogyasztdsat. A vizsgalat kezdetén minden gyermek
szeronegativ volt, de 7-nél a vékonybélben hakvany IgA lerakdédas megfigyelhetd volt, amely
azonban a zab fogyasztasa mellett inkabb csokkent. A glutenfogyasztas az IgA lerakddas
fokozédasat provokalta és boholyatréfia alakult ki, amely azonban megsziint a

glutenmentes diétan akkor is, ha a betegek tovabb fogyasztottdk a zabot (27. dbra).

p=0.257

p=0.005 p=0.010

+4++

++

IgA lerakoédas intenzitasa

gluten zab 6 hé zab 24 hé

27. abra. A vékonybélben lerakodott IgA antitestek festddési intenzitasa gyermekek glutenterhelése iletve
hosszantarté zab fogyasztasa utan

Két betegnél a zab elkezdése utdn panaszok jelentkeztek, de egyikiiknél sem jelentek meg
anti-TG2 antitestek sem a vékonybélben, sem a szérumban. igy azt a kdvetkeztetést lehet
levonni, hogy zab iradnti intolerancia coeliakias betegnél mas mechanizmussal alakul ki, mint
az alapbetegség. Emellett ez a vizsgalat is azt mutatta, hogy a vékonybélben kimutathatd

immunreakcié érzékenyebb aktivitasi jel, mint a szeropozitivitas.
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Koskinen O, Collin P, Korponay-Szabé |, Salmi T, litanen S, Haimila K, Partanen J, Maki M, Kaukinen K. Gluten-
dependent small bowel mucosal transglutaminase 2-specific IgA deposits in overt and mild enteropathy coeliac
disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2008;47:436-42.

Mivel a szandékos glutenterhelés nem reprezentalja kell6képp a coeliakia természetes
lefolyasat, olyan betegek hosszabbtdvu kovetésével igyekeztiink a vékonybélben
kimutathatd IgA antitestek diagnosztikus és prediktiv értékét tovabb vizsgalni, akiknél a
kés6bbiekben a betegség spontan boholyatréfia kialakuldsaba progredialt. A vizsgalt 26
beteg kozil immunfluoreszcens vizsgdlattal 25-nél (96%) lehetett a vékonybélbe lerakddott
anti-TG2 IgA antitesteket kimutatni mar az els6, még nem kéros eredményl szovettani
vizsgdlat idején is. A klinikai, szerolégiai és immunhisztokémiai eredmények hasonldak
voltak tovabbi 20 olyan betegnél is, akiknél szeropozitivitas ellenére a vékonybél szerkezete
normdlis volt, de akik panaszaik miatt glutenmentes diétat kezdtek és klinikai javulast
tapasztaltak. A szeropozitiv, de a konvencionalis szévettani vizsgalattal kéros eltérést nem
mutato betegeknél mindig felmeril egy esetleges fals pozitiv antitest eredmény lehetGsége.
Ezeknél a betegnél a vékonybélhez kotott antitestek jelenléte tdmogatja a gluten-
érzékenység tényét.

Stenman SM, Lindfors K, Korponay-Szabé IR, Lohi O, Saavalainen P, Partanen J, Haimila K, Wieser H, Maki M,

Kaukinen K. Secretion of celiac diseaseautoantibodies after in vitro gliadin challenge is dependent on small-
bowel mucosal transglutaminase 2-specific IgA deposits. BMC Immunol. 2008;9:6.

A vékonybélhez kot6dott antitestek kinetikdjanak megallapitdsara azt is vizsgaltuk, hogy jol
betartott glutenmentes diéta soran meddig taldlhaték meg a vékonybélben az antitestek és
ezek hogyan befolyasoljak a glutenre adott lokalis vélaszt. Mivel a mar diétat folytato
betegeknél a szérum antitestek negativak és a vékonybélbolyhok is regeralédnak, a
diagndzis igazoldsa, ha az a kezelés el6tt nem tortént meg, igen nehéz lehet. An in vivo
glutenterhelés elkeriilésére ezért in vitro glutenre adott reakcidt vizsgald szévettenyésztési
eljarasok ismertek és ezek egy részében a biopszids mintabdl a médiumba szekretdlt anti-
TG2/EMA antitesteket mérik (Picarelli és mtsai 1996). Egy ilyen szovetkultira maddszert
vizsgdltunk, és megallapitottuk, hogy a gluten hatasdra kialakulo eltérések (CD25 sejtek
szamdanak emelkedése, a hamsejtek magassdganak csokkenése, antitestek megjelenése a
médiumban) tobbnyire csak akkor jonnek létre, ha a sz6vetmintaban még megtalalhatdk a
szovethez kotott TG2-specifikus antitestek. Hosszu diéta utan, amikor ezek mar kitriltek, a
gluten provokacié mar nem okoz mérhet6 antitesttermelést a felliliszéban. Mindezek miatt
inkabb az a valdszind, hogy valdjaban a szovetekben lév6 antitestek mobilizalasardl van szo
és nem uUjonnan torténd termelésiikrél. Az eredményekbdl egyel6re nem donthet6 el, hogy
maguk az antitestek hozzdjarulnak-e az immunolégiai aktivacid fokozdsahoz. Az is
lehetséges, hogy azokndl a betegeknél, akik még tobb éves diéta utan is antitest pozitivak a
szovetekben, a diéta betartdsa nem annyira tokéletes és ezért a glutenre adott
anamnesztikus valasz a gyakori trigger miatt intenzivebb. Ebben az esetben az antitestek

jelenléte is inkdbb csak egyfajta aktivitasi marker.
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5.4. A coeliakiaban termel6do transzglutaminaz autoantitestek kotédési
epitopjanak azonositasa

Simon-Vecsei Z, Kiraly R, Bagossi P, Toth B, Dahlbom |, Caja S, Cs8sz E, Lindfors K, Sblattero D, Nemes E,
Maki M, Fésis L, Korponay-Szabd IR. A single conformational transglutaminase 2 epitope contributed by three
domains is critical for celiac antibody binding and effects. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012; 109:431-436.

5.4.1. A korabbi adatok kritikai értékelése, epitdptérképezési stratégia

A bevezetl részben részletesen ismertetett irodalmi adatok a coeliakias betegek szérum
antitestjeinek kot6dését heterogénnek irjdk le és ezt tobbnyire a betegmintak poliklonalis
jellegével magyardzzak. Kimutattdk, hogy az egyes betegmintdkban |év6 antitestek a TG2
komplementer fragmenseihez is kot6dni tudnak és a betegmintak mintegy 20%-dban az N-
termindlis, kozéps6 és C-terminalis részt kilon-kiilon is felismerték, habar csokkent jelet
adva a teljes TG2 fehérjéhez képest (Seissler és mtsai 2001). Viszont kordbbi, indirekt
capture ELISA eljarassal végzett vizsgalataink arra utaltak, hogy ha a TG2 ELISA lapra
kotéséhez egy masik coeliakias antitestet (pl. IgG-t) hasznalunk, akkor a betegmintak kozott
mérhet6 kompeticid all fenn (Korponay-Szabd és mtsai 2001). Tovabbi megfigyelés, hogy a
C-terminalis (IV.domén) vagy az N-terminalis rész (l.domén) hidnya Onmagaban alig
csokkentette a kotGdést, de ha mindketté hidnyzott, a betegsavok egyaltaldn nem tudtak
kotédni (Sblattero és mtsai 2002). A Il. (core) doménen lév6 katalitikus centrum 3 6
aminosavanak alaninra torténé cseréje is jelentGsen csokkentette a koétédést (Byrne és
mtsai 2004), annak ellenére, hogy a N-termindlison és C-termindlison nem valtoztattak.
Mivel a TG2 nagyfokban érzékeny a térszerkezeti valtozasokra és transzamidald
mUikddéséhez kalciumionok jelenléte és megtartott konformacio kell, ezek az adatok azt
sugalltak, hogy a térszerkezetnek a coeliakids epitdpokat illetéen is jelentésége lehet. Ezért
elsé lépésben azt vizsgdltuk, hogy a coeliakia epitépok mennyiben konformacids jelleglek.
Az ELISA lapra kotott TG2 antigént 8M urea vagy 6M GuanidinHCI elGkezelés utan, mely a
feltekeredett térszerkezetet megsziinteti, inkubaltuk a coeliakids antitestekkel és kontroll
monoklonalis egér anti-TG2 antitestekkel (TG100), melyek egy linearis epitopot (447-538.
aminosav) ismernek fel (28. dbra).
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28. abra. TG100 monoklonalis anti-TG2 antitestek és coeliakias IgA szérum antitestek (CD1-4) kotédése ELISA
vizsgalatban kalciummal illetve térszerkezetet befolyasolé kémiai anyagokkal kezelt TG2 antigénhez
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A TG100 antitest a nativ és a kezelt TG2 antigént egyforman felismerte, de a coeliakias
antitestek szinte egyaltaldan nem ismerték fel az elrontott térszerkezet( antigént, bizonyitva,
hogy a coeliakias antitestek nagyrészt konformacids epitépokhoz kétédnek és nem linedris
TG2 szakaszokat ismernek fel.

A konformacidés epitdépok azonositasat neheziti az a tény, hogy a kadlciummal aktivalt TG2
kristalyszerkezete jelenleg nem ismert, és a rendelkezésre allé6 GDP-kotott modellek nem
adnak biztos informaciét a lehetséges kotShelyekrdl. A kordbbi harom vizsgalat (Seissler és
mtsai 2001, Sblattero és mtsai 2002, Nakachi és mtsai 2004) adatai arra utalnak, hogy a
molekula N-termindlis és C-terminalis része is fontos a kotésben, de ezeket egyenként
eltdvolitva, a kot6dés még létrehozhatdé. A kordbbi irodalmi adatokat haromdimenzids
modelleken abrazolva kitlint, hogy az antitestek kot6dését legjobban a TG2 molekula
egymashoz kozeli felszineit érint6 valtozdsok befolyasoljak (29. dbra) és hogy valdjaban az
N- és C-termindlis térben egymadshoz igen kozel helyezkedik el. A core domain szerepe is
fontosnak latszik, de az 6nmagdban vagy nem elegendé a kétédéshez, vagy a két termindlis
domain hidnydban nem tud megfelel6 térszerkezetet felvenni. Ezért a tovabbiakban olyan
felszini strukturdkat kerestiink, melyek a core domén tobbi doménnel hatdros szakaszanak

kozelében vannak.
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29. abra. A TG2 antigén trunkacidjanak hatasa a coeliakias autoantitestek kétédésére. Seissler és munkatarsai
(Seissler és mtsai 2001) adatai szerint a kotédési jel er6ssége (sarga) és a vizsgalt betegsavok kozil a kétédok
szazalékos aranya. A hianyzo fehérjerészeket a haromdimenziés modelleken sziirke jel6li, aa: aminosav.
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5.4.2. A coeliakia antitestek kotShelye a transzglutaminaz egyik Ca** kotdhelyével
kapcsolatos, de a Ca>* nem része az epitépnak

Munkacsoportunk a TG2 Ca®" kété tulajdonsagainak vizsgélata soran 2 Gj Ca®* kétShelyet (54
és S5) azonositott (Kiraly és mtsai 2009). A S4 kotShely a 151-158 kozo6tti aminosavakat
foglalja magdban és egy savanyu felszini toltés( hélixet alkot, mely a core domén elején, a
N-termindlishoz kozel helyezkedik el. Az S4 savanyd aminosavainak multiplex mutéacidja
(D151N-E153Q-E154Q-E155Q-E158Q) a megkotott Ca** molekuldk szaméat 6-rél 3-ra
csokkentette és ehhez a mutanshoz a coeliakids antitestek is rosszul kot6dtek (64 minta
vizsgdlatdval 11.618.5%). A kozeli felszinen lév6 S5 kotGhely (433-438-as aminosavak)
mutacidi is befolyasoltak a coeliakids antitestek kot6dését, de kisebb mértékben (51.3%
16.0%-ra csokkent kotédés). Ezért a coeliakia kot6hely tovabbi elemzéséhez elkészitettiik az
S4 kotShely egyes mutacidt, hogy a kot6désért felel6s f6 aminosavakat azonositsuk. A
mutansokhoz valé kotédést ELISA vizsgalatokkal elemeztiik, melyekben a TG100
monoklonalis antitestbdl készitett kalibracidés gorbéhez viszonyitottuk a betegek szérum IgA
antitestjeinek kotGdésével kapott abszorbancia jelet. A kot6dést a megkotédott TG100

antitestek szazalékaban fejeztiik ki.

A D151N, E154Q és E155Q mutacidk és ezek kombindcidi szamottev6en nem befolydsoltak
az IgA kotédést. Az E153Q mutdcio szignifikans (p<0.001), de nem tul drdmai csokkenést
okozott a coeliakias IgA antitestek kotédésében, mig az E158Q és E158L mutdaciok esetén a
kotédés gyakorlatilag eltlint (30.dbra). A 158-as aminosav azonban nem a felszinen van,
hanem a hélix belsejében, és mutacidja indirekt mddon, a hélix elbillentésével valtoztathatja

meg a felszint vagy egyéb mddon befolyasolhatja a fehérje konformacidjat.
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30. abra. A TG2 core doménjének elsd alfa-hélixe az S4 kalciumkoétdhelyet alkotdé aminosavakkal és azok
mutaciojanak hatasa a coeliakias betegek szérum IgA antitestjeinek kétédésére. S4=D151N-E153Q-E154Q-
E155Q-E158Q, S4.1/4/5= D151N-E154Q-E155Q mutacio. ***p<0.001, **p<0.01
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Az S5 kotShelyen egy, a két felszini toltéssel rendelkez6 aminosavat érint6é mutaciot
készitettiink (R433S-E435S), mely azonban hasonldan joél kototte a coeliakids antitesteket,
mint a vad TG2. Egy erre a helyre specifikus monoklonadlis antitesttel (H23) is igazoltuk, hogy
nincs kompeticid ezért az epitdpért a coeliakids betegsavokkal. A H23 szOvetmetszeteken

nem képes EMA kotGdésre, igy ez is igazolja, hogy az S5 hely nem a primer coeliakia epitdp.

Mivel az S4 vagy S5 hely felszini aminosavai kozil egyik sem volt 6nmagaban felelGssé
tehetd a coeliakias antitestek kot6déséért, felmeriilt az a kérdés, hogy maguk a Ca®" ionok is
szikségesek-e az epitop felépitéséhez. A kezdeti ELISA vizsgdlatoknal ugyanis (Sulkanen
1998) azt tapasztaltuk, hogy tengerimalac TG2 antigén esetében a kotddés csak a fehérje
kalciummal tortént el6kezelése utdn megfelel6. A mutdnsokat ezért EDTA dializis utdn
vizsgaltuk, kilondsen azt a mutanst (S1), mely a TG2 egyetlen erGs Ca®* kétéhelyét (229-
233) érinti, és amelyrél a Ca® ionok dializissel teljes mértékben eltavolithaték (normal S1
esetén nem lehet dializissel minden Ca®" atomot eltavolitani, Kirdly és mtsai 2009). Az S1
mutans azonban Ca’"ionok jelenléte nélkil is ugyanolyan jé antigén volt, mint a vad tipusu
TG2 fehérje, és ezt azt bizonyitotta, hogy az S4 kotShely intakt aminosavai a human TG2-ben
a Ca® ionok strukturalis szerepe nélkil is megfelelg epitdpot képeznek. A katalitikus
centrum irodalomban felvetett antigén szerepe miatt készitettlink egy C277S mutanst is,

amely azonban normal coeliakia antitestkoté képességi volt (Kirdly 2009).

5.4.3. A core doménen kiviili részek szerepe egy Osszetett epitop felépitésében

Mivel 153-as aminosav annak a TG2 felszinnek a része, amely a kordbbi modellezés alapjan
fontosnak latszott, de 6nmagdban nem volt felel6s a coeliakia antitestek kot&déséért,
doménhidnyos mutdnsokkal prébaltuk megallapitani, hogy molekula melyik masik teriilete
alkothat vele k6z6s epitopot. Ez a megkozelités jobban megérzi a molekula térszerkezetét,
mint a korabbi vizsgadlatokban alkalmazott feldarabolds, mivel tobb irodalmi adat
bizonyitotta, hogy legalabbis az I., lll. és IV. domén 6nmagaban is kell6 térszerkezetet vesz
fel (Hang és mtsai 2005, Pinkas és mtsai 2007). A doménhianyos mutansokat az ELISA
vizsgdlatoknal ekvimolaris mennyiségben hasznaltuk, relativ molekulatomegiik figyelembe
vételével. Az igy végzett vizsgalatokban a Ill. domént nem tartalmazé TG2 molekulaval
ugyanolyan j6 kot6dési jelet kaptunk, mint a teljes TG2 molekuldval. A IV. domén hianya
mérsékelten (74%-ra) csokkentette a coeliakia antitestek koétédését, mely az I. vagy Il.
domén hidanya esetén viszont teljesen megsz(int (31A. 3dbra). Bar ezen a mddon igazolni
lehetett, hogy az N-terminalis és a C-termindlis domén is fontos a kotdédéshez, a
legfontosabb informaciot a domén-mutansok abban szolgdltattdk, hogy ezek az N-terminalis
és C-termindlis részek onmagukban nem képeznek fliggetlen epitépot, ha a core domén

nincs jelen (D mutans).
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31. abra. A coeliakia antitestek koétédése az I-lI-IV. domén részvételével kialakuld 6sszetett TG2 epitop

mutansaihoz (R=R19S, E=E153S, M=M659S, RM=R19S-M659S, RE=R19S-E153S, EM= E153S-M659S, REM=
R19S-E153S-M659S, 433=R433S-E435S). A. A TG2 domének linearis és térbeli abrazolasa, k6zépen a csukott,
alul a nyitott forma; a keretben az Osszetett epitdop. A coeliakia antitestek kétédése a doménhianyos
mutansokhoz (B, n=7-28 savominta), ELISA lemezre koététt pontmutéansokhoz (C, n=58 coeliakias gyermek

65



dc_308_11

savomintgja, D, n=18 coeliakias felnétt savomintaja) és fibronectinre kététt pontmutansokhoz (E, n=25 gyermek
és 15 felnétt savominta). p: szignifikans kildonbség ANOVA teszttel.

5.4.4. Tobb domént érinté Osszetett coeliakias TG2 epitop modellezése és kisérletes
vizsgalata

A coeliakia epitop tovabbi modellezéséhez a kovetkezd irodalmi és sajat kisérletes adatokat
hasznaltuk fel: 1/ a kompeticié alapjan valdsziniileg létezik egy dominans epitdép, mely
tartalmazza valamilyen formaban a core domén elsé részét, 2/ a kotédésben részt vesz az N-
terminalis és C-termindlis domén is, de nem alkot 6nallé epitopokat, 3/ a 153-as aminosav
része az epitépnak vagy befolyasolja az epitdpot alkotd felszint. Szamitasba vettik tovabba
azt is, hogy az autoimmun folyamat hosszas fennallasa esetén epitope spreading miatt
jarulékos epitopok is megjelenhetnek. A modellezéshez a TG2 két ismert kristalyszerkezetét
(PDB kéd: 1KV3 [csukott] és 2Q3Z [nyitott]) és a TG3 er6sen homoldg szerkezeti adatait
(PDB kéd: 1VJJ) haszndltuk fel. A 153-as glutaminsav a TG2 csukott konformacidjaban
legkdzelebb az N-terminalison 1évé 19-es argininhez (12.9 A) és a C-terminalison 1év3 659-es
metioninhoz (16.8 A) van, valamint a 19-es és a 659-es aminosavak maguk is olyan kozel
vannak egymashoz (7.7 A), amely lehetdvé teszi egy kozos epitdp kialakitasat. A nyitott
szerkezetben (2Q3Z) a 19-es és 153-as aminosavak egymashoz valé helyzete (12.9 A) nem
valtozik, de a 659-es aminosav a I|V.doménnel egyitt elmozdul. Mindezek alapjan
kisérleteinkben helyspecifikus mutagenezis felhaszndlasaval olyan mutadns TG2 fehérjéket
készitettliink és tisztitottunk, melyek a fenti felszini aminosavak szerinre torténé cseréjét
tartalmaztak kalon-kalon illetve kilonféle kombinacidokban: R=R19S, E=E153S, M=M659S,
RM=R19S-M6595S, RE=R19S-E153S, EM=E153S-M659S, REM=R19S-E153S-M659S,
154K=E154K, RKM=R19S-E154K-M659S. Kontrollként az S5 Ca**-kotd helyet érintd, hasonlé
modon elGallitott mutanst (433=R433S-E435S) hasznaltuk, melyrél a korabbiakban
kimutattuk, hogy a vad TG2 fehérjéhez hasonld j6 antigén. A mutagenezisnél a korabbi
kalcium-koté mutdnsokkal ellentétben, ahol a savanyu glutaminsavat glutaminra illetve az
aszparaginsavat aszparaginra cseréltiik a negativ toltés megsziintetése és a lehetd
legkonzervativabb csere érdekében, a coeliakia epitép vizsgalatdhoz a cél aminosavakat
szerinre cseréltiik. A kordbbi irodalmi adatoktdl eltér6en (Byrne és mtsai 2006) nem
alaninra torténé cserét alkalmaztunk, mivel a fehérje konformacios érzékenysége miatt egy
hidroféb oldallanc bevitele folding és térszerkezeti valtozasokat okozhat. A cserélendd
aminosavakat elsGsorban a térbeli helyzet alapjan valasztottuk ki, de azt is ellendriztik,
hogy molekula felszinén 1évé hidrogénkotések a cserék folytan lehet6leg ne valtozzanak
meg. A mutansokat N-termindlis polihisztidin taggal kapcsolt formdban E.coliban fejeztiik ki.
Az elkészitett mutansok helyes méretét, altaldnos antigenitdsat és enzimatikus mikodéseit
biokémiai vizsgdlatokkal ellendriztik, ezeket részletesen a 2. melléklet (Simon-Vecsei és
mtsai 2012) tartalmazza. A tisztitott TG2 mutdnsokat kiilénb6z6, N-terminalis, core, lll.

domén és IV. doménbeli TG2 epitépokat felismeré monoklonalis egér anti-TG2 antitestek jol
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felismerték (CUB7402 epitép: 447-478; TG100 epitop 447-538; 895 epitdp: 649-687; 4G3
epitop: 1-165 [Akimov és mtsai 2001]; G92 epitdp:1-14 [Trejo-Skalli és mtsai 1995]; H23
epitop: 433-438 aminosavak) és mindegyik mutans jol kotédott fibronectinhez (2. melléklet,
S2 adbra). Az R és 433-as mutans a vad TG2 enzimhez hasonlé fehérje keresztkots
enzimaktivitassal rendelkezik. A 153-as aminosavat tartalmazé muténsok (E, EM, RE, REM)
csokkent, de mérhet6 transzamidalé képességet mutattak (21-86%), ahogy ez az S4
kombinalt muténs viselkedése és annak alapjan varhaté volt, hogy a 153-as hely egy Ca®'*-
koté helyen taldlhaté. A mutansok megfelel6 GTP-4z mikodéssel is rendelkeztek, s6t a
659-es metionint érinté kombinalt mutacidk esetén (RM, EM, REM) a GTP-3az aktivitas a vad
enziménél magasabb volt. Mivel a transzamiddlé és GTP-az mikodés a TG2 intakt
térszerkezetéhez kotott, ezek az eredmények azt igazoltdk, hogy elkészitett mutdnsaink
felvették az enzimre jellemz6 konformaciot. A f6bb mutansoknal a rekombinans fehérjék
térszerkezetét cirkuldris dikroizmus (CD) spektroszkdpidval is megvizsgaltuk. Az E158L,
E153Q, E153S és R19S fehérjékben a hélixek és béta-red6k ardnya hasonld volt a vad TG2
fehérjében mért értékekhez, a nem rendezett részek aranya nem mutatott névekedést. A
TG2 aktiv helyén |év6 ciszteint érint6 mutacié (C277S) viszont befolydsolta az enzim
térszerkezetét és csokkentette a hélixek aranyat, annak ellenére, hogy coeliakia antitestek

kot6édése megtartott volt (32. dbra).
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32. abra. A coeliakia antitest-kdt6helyeket érint6 TG2 mutansok térszerkezének vizsgalata CD
spektroszkopiaval. Az y tengelyen az egyes szerkezeti elemek szazalékos aranyat abrazoltuk. W = intakt TG2,
C277S = aktiv hely mutans (j6 antigén kontroll), 14W = az elsé 14 aminosavat nem tartalmaz6 mutans (nem jo
antigén kontroll).

Az Osszetett epitdpot érint6 mutdnsokat 76 egymast kovetben diagnosztizalt coeliakias
beteg (58 gyermek, 18 felnGtt) kezeletlen allapotban vett savémintaival teszteltiik. Negativ
kontrollként a 433-as mutanst hasznaltuk. Az R, E, M mutacié kilon-kilon 26.5%, 28.8%
illetve 56.9%-ra csokkentette a coeliakias IgA antitestek kot6dését, ha azt a TG100
kotédésével készilt standard gorbéhez viszonyitottuk, amit 100%-nal tekintettiink (31. abra
C,D). Az EM mutans 21.7%, az RM 14.6%, a harmas mutans REM 13.4% rezidualis kot6dést

mutatott. A legnagyobb csokkenést az RE mutans esetén mértik, ahol a median IgA kot6dés

67



dc_308_11

6.6%-ra csokkent (hatarértékek 1.1-22.7%). A gyermekek mintdinal nagyobb csdkkenés volt
minden mutansnal, mint a feln6tteknél, de a feln6ttek mintai hasonld kotédési mintazatot
mutattak. Annak ellenére, hogy feln6ttkorban epitope spreadingre szamitottunk, az RE és
REM mutdnsokhoz egyetlen esetben sem kot6dtek a mintak azonos mértékben, mint a vad
enzimhez, a legmagasabb kot6dés is maximum 50% volt, ami az REM hely domindns epitdp
szerepét mutatja. Az REM 0Osszetett epitdp domindns voltat a coeliakids betegek kdvetése
soran is igazoltuk: a kezdeti és a glutenterhelés sordn vett savok azonos epitdp kotédési
mintazatot mutattak. Vizsgdltuk olyan betegek vérmintait is, akik hosszu éveken keresztiil
nem diétdztak, és azt taldltuk, hogy a REM 0&sszetett epitop még 5-17 év elteltével is

domindns maradt (2. melléklet S5. dbra).

5.4.5. Az dsszetett epitdp horgonyzdpontjainak relativ szerepe az extracellularis matrixban

A TG2 enzimatikus mikodése sordan jelent6s konformacidvaltozdsokat végez az
extracellularis matrixban, ahol fibronectinhez k6tott formaban taldlhaté. A nyitott formdaban
a C-termindlis domén eltdvolodik, és igy a 659-as aminosav is, ezért azt vizsgaltuk, hogy a
coeliakia antitestek hogyan ismerik fel a fibronectinhez kétott enzimet. Ha a mutans TG2
fehérjéket fibronectinnel fedett ELISA laphoz adtuk, majd igy ismertettiik fel a coeliakids
antitestekkel, a coeliakias antitestek jol kot6dtek az M mutanshoz is, azaz az epitop C-
termindlison Iévé része ilyen korilmények kozott nem okvetlen fontos a kotédéshez. Ennek
megfelel6en az RE és REM mutans kozott nem volt mérhet6 kiilonbség (31. dbra E), és a
vizsgdlatok azt igazoljdk, hogy a coeliakia antitestek az enzim nyitott formdjaban is
kotédhetnek, megkotédve maradhatnak. Ennek kozvetlen ellen6rzésére 20 savominta és 3
affinitds-tisztitott TG2-specifikus coeliakids IgA antitest kot6dését vizsgdltuk fibronectinhez
kotott vad TG2 enzimmel R281 inhibitor jelenlétében, mely bekoétédése utan a nyitott

konformacidban kimereviti az enzimet. A kotédésben nem volt kilénbség (33. dbra).
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33. abra. Coeliakias IgA antitestek (20 savominta és 3 affinitas-tisztitott TG2-specifikus IgA) kétédése a TG2 zart
és nyitott konformacidjahoz. A nyitott TG2 konformaciét R281 aktiv hely specifikus inhibitorral allitottuk el6, majd
az enzimet ennek jelenlétében adtuk fibronectinnel fedett ELISA laphoz. Az inhibitor jelenlétében a
fibronectinhez torténd kétédés azonos hatasfoku volt, mint nélkdle.

Annak vizsgalatara, hogy a 19-es és 153-as aminosav a betegségfolyamatban kdzvetlenil

részt vevl antitestek szamadra is fontos-e, a coeliakias szovetekbdl kinyert IgA antitestekkel
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végeztink kot6dési vizsgalatokat. A szovetekben lerakddott antitestekrél az el6z6ekben
kimutattuk, hogy azok az extracelluldris TG2 antigénhez kot6édnek és azzal egyitt, a
fibronectin-TG2 kapcsolat szétvalasztasaval hatd kémiai anyagokkal (KSCN, kldéracetat)
kioldhaték. Két aktiv coeliakidban szenvedd né placenta szovete elegend6 mennyiségben
allt rendelkezésre a kisérletekhez. Ezekbdl a lerakdédott IgA antitesteket megtisztitottuk és a
szérum antitestekhez hasonldan elvégeztilk a mutansokkal az epitoptérképezést. A szoveti
antitestek a szérum antitestekhez hasonldéan nem tudtak az RE és REM mutdnsokhoz
kotédni (2. melléklet 6. dbra). Kimutattuk tovabba, hogy egy olyan monoklonadlis egér anti-
TG2 antitest, melynek epitdpjat a 153-as glutaminsavra lokalizaltuk (MAb 885), képes volt a
coeliakias szovetben megkot6dott IgA antitesteket 6nmagdban is levalasztani a placenta
metszetekrél, és a TG2-specifikus IgA antitestek az inkubacids pufferben is megjelentek
(Simon-Vecsei és mtsai 2012). Az IgA kimutatast a moséfolyadékbdl az egér antitestek
Protein G-konjugdlt magneses gyongyokkel vald eltavolitasa utdn, ELISA lemezre kotott vad
tipusu TG2 antigénnel végeztik. A kompeticids hatdst mas epitdpspecifitdsu (CUB7402) anti-
TG2 vagy izotipus kontroll monoklondlis antitestekkel nem lehetett |étrehozni (34. 4bra).
Ezek a vizsgdlatok azt igazoltdk, hogy az azonositott 6sszetett coeliakia epitdp az antitestek

in vivo, betegségfolyamat alatti kotédésében is meghatarozé jellegd.
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34. abra. Coeliakias placenta szdvetben lerakodott IgA antitestek (z6ld) CUB7402 vagy MAb 885 monoklonalis
egeér anti-TG2 antitestek (piros) hozzaadasa utan. FITC-jeldlt antihuman IgA festés és AlexaFluor594-jelélt anti-
egér immunglobulin festés, jobboldalt ELISA mérés rekombinans vad TG2 enzimmel a moséfolyadékbol. A
nyilak a magzati chorionbolyhokon megkét6dott anyai IgA antitesteket jelélik.

5.4.6. Az 6sszetett TG2 epitophoz valo direkt antitestkotédés vizsgdlata

Mivel a coeliakias antitestek kot6désének csokkenése tobbféle mutacidval is elérhetd volt
valamint a sajat vizsgdlatainkkal parhuzamosan kiilonféle ellentmondé irodalmi kozlések is
megjelentek, melyek a coeliakia kot6helyet a molekula épp ellenkezé oldalan sejtették
(Byrne és mtsai 2006, Teesalu és mtsai 2011, Wang Z és mtsai 2012b), fontosnak tartottuk

azt megallapitani, hogy a REM mutdcié valdban az antitestek koét6helyét érinti, és nem
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indirekt moddon, a térszerkezet deformadlasdval valtoztatja meg egy tdvoli kotShely
konformaciodjat. Vizsgdlatainkkal igazoltuk, hogy az aktiv helyet érint6 legcsekélyebb
valtozas is, amely még nem okoz csokkenést az antigenicitasban (C277S mutacidé), mar
szerkezeti eltéréshez vezet a hélixek aranyaban (32. abra), igy az aktiv hely mindharom
aminosavanak cseréje (Byrne és mtsai 2006) nagy valdszinliséggel indirekt mddon, a
konformacio torzitasaval okozta a coeliakias antitestek kot6désének elvesztését. Habar a CD
spekroszképia a mi mutansainknal nem mutatott ilyen eltérést, hasonlé mechanizmus a mi
mutansainknal is el6fordulhatott. A R19S mutacido megtartott transzamidald képességgel jar,
amellett ennek az aminosavnak a cseréje 6nmagaban nem minden betegsavé kétédésének
csokkenésével jart (31. dbra C és D), igy nem valdszin(i, hogy térszerkezeti deformitast
okozna. Hasonldan, a M659 mutacié egyedil még j6 kotédést tesz lehetévé, ha a TG2
fehérje fibronectin felszinéhez van kotve. Ezért a tovdbbiakban azt vizsgdltuk, hogyan
igazolhatd, hogy a coeliakia antitestek tényleg a core doménen lév6 f6 horgonyzépont, a
153-as aminosav kozelében koétédnek. A core doménnek ez a teriilete az allati TG2
fehérjékben nagyfokd homoldgiat mutat azokban a fajokban, melyekbdl készitett
antigénekkel (tengerimalac, patkany, majom) jé hatasfokkal fel lehet ismerni a coeliakias
antitesteket ELISA vagy immunfluoreszcens vizsgdlatokkal. Ugyancsak hasonlé a TG6
szerkezete is, de a gyenge antigenitdsu transzglutaminaz fehérjékben (TG1, TG3, Band 4.2
fehérje) eltérnek az aminosavak (2. melléklet S1 tablazat). A legfontosabbnak latszo eltérés
a Xlll-as faktorban taldlhatd, amely a TG2 154-es glutaminsavdnak megfelel6 199-es helyen
egy bazikus lizint tartalmaz, és amelyet a coeliakias antitestek nem ismernek fel (Sjober
2002). A Xlll-as faktor kristdlyszerkezete ismert és azt a TG2 kristdlyszerkezetével
Osszehasonlitva (35. abra) azt mutatja, hogy felszinnek ez a része a két oldallanc
kiilonboz6ségétdl eltekintve lényegében azonos, és hogy ezt a két oldalldncot nem kotik
hidrogénkotések mas felszini szerkezethez.
A B

4 4

TG2 Xlll-as faktor

35. dbra. A human TG2 (A) és Xlll-as faktor (B) szerkezetének &sszehasonlitasa. Az egymasra vetitett
kristalyszerkezeti abran (C) a TG2 coeliakia epitop korlli felszinét sarga, a Xlll-as faktorét fehér gomb-palcika
modell jeldli.
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A korabban létrehozott E154Q mutans, mint azt az el6z6ekben bemutattuk, megtartott
antigenitassal rendelkezik. Ez azt bizonyitja, hogy az eredetileg savanyu glutaminsav
oldallanc semleges glutaminra vald cseréje nem jar szerkezeti valtozassal. Az E154Q mutdns
transzamiddld képessége is megtartott. Amikor azonban ezt az oldallancot a Xlll-as faktorra
jellemzd lizinre cseréltik (E154K), az E153S cseréhez hasonld, jél mérhet6 csokkenés jott
l[étre a coeliakia antitestek kot6désében is, és ez tovabb fokozhatd volt, ha a mutaciot az
R19S és M659S cserével is kombindltuk (RKM, 36. dbra). Ez az eredmény arra utal, hogy a
core domén els6 héixének tetejét képez6 153-as és 154-es aminosavak valéban a kot6hely

részét képezik.
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36. abra. A coeliakia IgA antitestek (n= 20 gyermek savo, fekete oszlopok, 18 felnétt savd, sziirke oszlopok)
kotédése a Xlll faktor homolég TG2 mutansokhoz. 154K = E154K, E = E153S, RKM = R19S-E154K-M659S,
REM = R19S-E153S-M659S.

5.4.7. Az egyes betegek antitestjeinek epitdpspecificitasa, kompeticid, betegségspecificitas

A betegségfolyamatban részt vevé antitestek poliklonalisak és tobbféle alosztalyban (IgA,
IgG, 1gM) is megjelennek. Egyes kordbbi vizsgdlatok (Sulkanen 1998, Byrne 2006, Teesalu
2011) az IgG antitestekkel nem tudtak ugyanolyan kot6dést kimutatni, mint az IgA
antitestekkel. A Sulkanen vizsgalatnal mi magunk észleltiik kés6bb, hogy ennek az volt az
oka, hogy a pozitivnak gondolt standard minta feln6tt coeliakids savdk keveréke volt és nem
tartalmazott elegendé mennyiségl specifikus 1gG antitestet. Kés6bbi vizsgdlatainkban
(Korponay-Szabd 2003b, Simon-Vecsei 2012) azt észleltik, hogy az IgA hianyos coeliakids
betegekbdl szarmazd 1gG antitestek kompeticioba vonhatdok mas betegek IgA antitestjeivel.
Ennek tovabbi vizsgalatara IgA kompetens betegek szérumabdl tisztitott IgA és IgG
antitestekkel is megismételtiik a vizsgdlatokat és bizonyitottuk a kompeticiot (2. melléklet
S4 3bra). Az egyes epitépspecificitasok finomabb vizsgalata azonban monospecifikus
antitestek alkalmazasat kivanta. Ehhez feln6tt coeliakids betegek vékonybélbiopszias
mintaibol fag-szelekcidval el6Gallitott monospecifikus egylancd antitesteket (ScFv)
hasznaltunk (Marzari 2001). Ezekben a kldnozott variabilis V| és Vy részeket egy kapcsold

régio koti 6ssze, de nem tartalmazzdk a CL, CH1, CH2, CH3 részeket.
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37. dbra. Az egylancu antitestek (ScFv) szerkezete és az olasz coeliakias betegekbdl készitett klonok reakcidja
a coeliakia kétéhely mutansokkal. RE648 = az 1-648-as aminosav fragmentum az RE mutacioval. Sotétkék: 80-
100%, vilagoskék: 60-80%, lila: 40-60%, rozsaszin: 20-40%, piros 10-20%, naracs: <10% koétédési OD arany

Az el6zetes tesztelésben részt vevé 11 antitest klon (37. dbra) mindegyike kilénbozé
kot6dési mintdzatot adott, ezzel bizonyitva a klénok egyediségét. A klénok eredetileg 3 olasz
feln6tt coeliakids betegbdl szarmaztak (2: 5 klén, 3: 3 kldn, 4: 3 klén), a mintdkat a trieszti
kutatécsoporttal folytatott TET kollaboraciéd keretében kaptuk meg vizsgalatra. A
monoklonalis antitestek kifejezettebb csdkkenést mutattak az Osszetett REM epitép egy
aminosav cserét tartalmazé mutdnsaira (R19S, E153E, E153Q), mint a poliklonalis
betegsavok. S6t mérhetévé valt csokkenés a core domén elsé alfa-hélixének tetején Iévé 3
aminosav egylittes cseréje esetén (D151N-E154Q-E155Q: atlagosan 52.9% kotédés) és
néhany klon esetén az E154Q cserénél is, alatdmasztva ezzel a Xlll-as faktor homoldg
mutansokkal kapott eredményeket és a mutalt felszinhez valé direkt kot6dést. A tovabbi
teszteléshez 8 monoklondlis egylancu antitestbdl allt rendelkezésre elegend6 mennyiség, és

ez azt mutatta, hogy kot6dési mintazatuk két csoportba sorolhaté (38. 4dbra).
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38. abra. Az egylancu miniantitestek (ScFv) TG100 kalibracios gérbével megallapitott relativ kotédési értékei a
coeliakia TG2 epitép mutansaihaz és az egymashoz viszonyitott mintazat
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A két csoport lényegében az R19S felismerésében tér el egymastdl, a 2.15, 3.7 és 4.2 klénok
(2. csoport) nem ismerik fel ezt a mutdnst, mig a tobbi (1. csoport) igen, amelyek szamara a
core domén egy szlkebb teriilete latszik elsédlegesen fontos kotGhelynek és az M hely sem
olyan jelent@s. Ez a variabilitds a magyar betegsavok kozott is megfigyelhets (31. dbra C). Az
154K és 433-as fehérjékkel adott alacsony reakcié alapjan a 2. csoport kot6helye sokkal
nagyobb, ami taldn epitope spreading eredménye. Erdekes, hogy ugyanazon betegben mind
a két csoportba tartozé klonok el6fordultak, de az 1. csoportba tartozék voltak tébbségben.
A kombinalt RE és REM mutanshoz azonban minden monoklonalis antitest egyformaén
rosszul kotédott, igy megallapithatd, hogy ez az Osszetett epitdép minden coeliakids
betegsavodra jellemz6. Azt, hogy az 1. és 2. csoport antitestjei azonos felszinhez kot6dnek,
kompeticios vizsgalatokkal igazoltuk. Az egyik 1. csoportba tartozd ScFv antitestet fag
felszinéhez kotott formaban is megtermeltik, igy a fag rész alapjan kotédését szelektiven
tudtuk felismerni. A faghoz kotott antitest kotédését a vad TG2 fehérjéhez mind a
feleslegben adott 1. csoportd, mind a 2. csoportd monoklonalis antitestek zavartadk (72%
illetve 41% csokkenés, 39A. dbra). A kordbbi vizsgalatokban IgA hidnyos coeliakids betegek
IgG antitestjeit sikerrel mutattuk ki egy IgA coeliakids antitest kot6désének a gatlasa,
kompeticios hatasuk alapjan. Tovabbi mérésekkel igazoltuk, hogy ez a kompeticiés hatas

dézisfligg6, aranyos az IgG antitest szérum koncentracidjaval (39B. abra).
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39. abra. Coeliakias antitestek kompeticios vizsgalatai. A. Faghoz kotott egylancu antitest (ScFv) kotédése
ELISA lemezre kotétt vad TG2 fehérjéhez oldatban Iévé coeliakias ScFv antitestek (3.7 vagy 4.1) és kontroll
ScFv jelenlétében. B. IgA coeliakia antitest koétédése IgA hianyos coeliakias betegek 1gG antitestjeinek
jelenlétében az IgA hianyos mintakban lévé TG2-specifkus IgG antitestek mennyiségének fliggvényében.

Mindezek alapjan az kovetkeztetés vonhaté le, hogy kiilonb6z6 tipusu természetes coeliakia
antitestek és a molekuldris bioldgiai eszkozokkel elGallitott miniantitestek kiilonboz6ségiik
ellenére a TG2 azonos felszinének részletéhez koétédnek és ez arra utal, hogy a gluten
hatdsara kialakulé immunreakcié hatdrozott szabdlyok szerint, a TG2 egy kitlintetett
epitopja elleni antitestképzést provokdl. A betegség folyamdan termel6d6 antitestek
epitopspecifitdsa szlikebb vagy kiterjedtebb lehet, mely bzonyos mértékl epitope-spreading

eredménye lehet. Ennek alapjan az azonos betegbdl izoldlt egyldncu antitestek sorrendbe
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allithatdk, valdszinlsitve azt, hogy kezdetben a kisebb felliletre kot6d6k provokalddnak (40.

abra).

scFv-4.1 ; scFv-4.2

40. abra. Egyedi betegekbdl (2,3,4) preparalt egylancu anti-TG2 monoklonalis antitestek epitdpjainak
Osszehasonlitasa. A z6ld gémbok mérete a REM epitdpot alkotd 19,153,154,659-es aminosavak relativ
fontossagat jeldli a kotédésben.

Annak eldontésére, hogy ezek a TG2 antitestek csak a coeliakidra jellemz6k-e, olyan TG2
antitest tartalmu betegsavékat kerestlink, melyek nem coeliakids mas betegségek esetén
jottek léte. Nagyszamu klinikai minta tesztelése utan 11 olyan mintat taldltunk, amelyben a
TG2 elleni reakcid legaldbb 2 kilonféle TG2 fehérjével is mérhetd volt, de a betegeknek mas
betegsége volt; coeliakia, vékonybél boholyatrofia nem igazolddott. A végleges klinikai
diagndzis 3 esetben SLE, 2 esetben rheumatoid arthritis, 6 esetben Sjogren szindréma volt.
A savomintak sem deamidalt gliadin peptid elleni antitesteket, sem EMA antitesteket nem
tartalmaztak. A f6 epitdop mutdnsokkal végzett mérés ezeknél a savdknadl azt mutatta, hogy a
TG2 fehérjéhez vald kotédés nem az dsszetett REM epitdppal kapcsolatos. Viszont azoknal a
kés6bb coeliakidssa valt betegeknél, akiknél a TG2 antitest pozitivitast a boholyatroéfia el6tt
észleltik (latens coeliakia), a TG2 kot6dése az RE és REM mutans esetén ugyanolyan vagy
még nagyobb mértékben csokkent, mint a manifeszt boholyatréfia idején (41. abra).
Nagyobb szamu minta 6sszehasonlitdsakor azonban a latens és a tipusos coeliakia esetek

kozott a kiilonbség nem volt szignifikans.
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41. abra. Latens (tele kdrok) és manifeszt (haromszdg) coeliakias betegek valamint nem coeliakiaban szenvedd
autoimmun betegek (lres korok) szérum IgA antitestjeinek kétédése A. ELISA lapra kotott vad tipusu (Wt) és
mutans TG2 fehérjékhez és B. epitdpspecifikus kompetitor (MAb885) jelenlétében vad TG2 enzimhez.

Ezek az eredmények azt igazoljdk, hogy coeliakidban a betegségre jellemzd
epitopspecificitasu antitestek termel6dnek a TG2 ellen mar a korai, még boholyatrofiaval
nem jaré id6szakban is. Az epitop kilonbozG6sége azzal is alatdmaszthaté volt, hogy a
coeliakias antitestek kot6dését a MAb885 kompetitor monoklondlis antitest szelektiven
gatolta, mig az egyéb anti-TG2 antitestekét nem. E vizsgalatok alapjan a coeliakids anti-TG2
antitestek epitop kotédési mintazatuk alapjan diagnosztikus céllal is elkilonithet6k a mas

betegségekben termel6d6 TG2 elleni antitestektdl.
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5.5. A coeliakia autoantitestek bioldgiai hatasainak vizsgalata

A TG2 enzim sokféle élettani m(ikddése, tobbféle enzimaktivitdsa és bonyolult szoveti
eloszlasa alapjan tobbféle hatds is varhatd, ezek egy része a TG2 nem enzimatikus
mUikddéseit is érintheti. Az észlelt hatast befolydsolhatja az aktudlisan jelen lévé TG2
mennyisége, konformacidja, a rendelkezésre allé szubsztratok jellege, mennyisége, a
kolcsonhatd szoveti partnerek jelenléte, valamint a gyulladdsos kérnyezet is. A mért hatds az
antitestek kotddési aviditdsa, epitdpspecificitdsa, alosztalya, valamint a mérésre alkalmazott
kisérleti rendszer szerint is eltérhet. Azt is szamitasba kell venni, hogy a coeliakias
betegsavok a TG2-specifikus antitesteken kivil egyéb autoantitesteket (pl. aktin, dezmin,
Purkinje sejtek elleni antitesteket) is tartalmazhatnak, és azt sem tudjuk, hogy a gliadin
elleni antitesteknek van-e modositd hatdsa. Ezért nem meglep6, hogy a coeliakia antitestek
hatdsardl sokféle és néha latszolag egymasnak ellentmondd irodalmi adat talalhatd. A TG2
nem allandéan aktiv és az extracelluldris kornyezetben hamar degraddlédhat. Az sem
ismert, hogy a coeliakia antitestek transzlokdlédhatnak-e intracellularis kompartmentekbe
és ott fejthetnek-e ki hatast. A molekularis bioldgiai mddszerekkel klénozott antitestek nem
tartalmazzak az természetes IgA ill. 1IgG oldallancait és hatasuk emiatt is eltérhet. A sejtes
rendszerekben észlelt hatasok kiilonbozhetnek a betegekben létrejové folyamatoktdl és az
antitestek hatdsanak vizsgalatat az is neheziti, hogy a coeliakidnak nincs megfeleld
allatmodellje, melyben szovetekhez kotSdni képes TG2 elleni antitestek termel6dnének.
Sajat vizsgalatainkban ezért el6szor biokémiai mddszerekkel igyekeztiink tisztazni a TG2
enzimatikus makodéseire gyakorolt kdzvetlen hatdst, majd sejtes modellekben vizsgdltunk
egyes alapvetd sejtfunkcidkat. Ezen kivil a coeliakids anyak ujszilottjeiben létrejové

hatdsokat tanulmanyoztuk.

5.5.1. A coeliakia autoantitestek hatdsa a transzglutaminaz enzimatikus miikodéseire

Kirdly R, Vecsei Z, Deményi T, Korponay-Szabd IR, Fésus L. Coeliac autoantibodies can enhance
transamidating and inhibit GTPase activity of tissue transglutaminase: dependence on reaction environment and
enzyme fitness. J Autoimmun. 2006;26:278-287.

A korai kozlemények (Esposito 2002, Schuppan 2003) alapjan kezdetben az a nézet
uralkodott, hogy a coeliakids antitestek a CUB7401 monoklonalis egér antitesthez hasonldéan
a TG2 protein-keresztkotd aktivitdsat gatoljak. Ezeket a vizsgdlatokat teljes IgA és 1gG
frakcidkkal vagy egylancu antitestekkel és sejtlizatumban torténé TG2 aktivitasméréssel
nyerték. Sajat vizsgalatunkban ezért azt tlztik ki célul, hogy 1/ tisztitott enzimen mérjik a
hatast, 2/tobbféle reakciot és szubsztratot vizsgalunk meg, 3/ a betegmintak TG2-specifikus
antitesttartalmara normalizaljuk az eredményeket, 4/affinitastisztitott antitesteket is
értékelink kulonb6z6 klinikai  manifesztacidoval jelentkez6 betegcsoportokban. A

vizsgdlatokat korai malabszorpcioval jelentkez6 coeliakids gyermekek (n=5), enterdlis
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tinetek nélkul dermatitis herpetiformis miatt diagnosztizadlt gyermekek (n=5), sulyos
tinetekkel (n=5) vagy csalddsziréssel (n=5) diagnosztizalt feln6ttek és IgA hidnyos betegek
(n=5) valamint normal kontrollok (n=3) alkalmazdsaval végeztiik. Az enzimreakcdt ELISA-
lapon immobilizadlt dimetil-kazeinbe torténé amin-beépitéssel, ammonia felszabadulasat
mérG folyékony fazisi esszével és radioaktiv putrescin beépités vizsgalataval egyarant
mértiik. Esposito vizsgalataihoz hasonld kortlmeények kozott, NB4 sejtekben expresszalt
TG2-tartalmazo sejtlizdtumhoz putrescint adva, mi is tobbnyire mérsékelt gatlast észleltlink
a coeliakids antitestek jelenlétében, de ha rekombinans TG2 enzimet vagy magaval az
enzimmel tisztitott antitestfrakcidkat haszndltunk, jol reprodukdlhatéan fokozott TG2
antivitast lehetett mérni tobbféle mérési eljardssal is. A legkifejezettebb aktivalé hatast
(125-242%) a sulyos felszivdédasi zavarral a korai gyermekkorban manifesztdlodd betegek
antitestjeinél észleltiik, mely aranyos volt a specifikus antitestek koncentraciéjaval, diéta
mellett eltlint és mind a folyékony fazisi mérési rendszerben, mind ELISA lapra kotott
dimetil-kazein szubsztrat alkalmazasaval mérhetd volt. Ez az aktivald hatas jellemz6 volt a
sulyos tlinetekkel jelentkezé felnGttekre is, szemben azokkal, akiknél enyhe tinetek vagy

csaladsz(irés folytan deriilt ki a coeliakia fennallasa (42. abra).
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42. abra. A. Sulyos klinikai tlinetekkel jelentkezd coeliakias gyermekek (E IgA) és felnéttek (S IgA) valamint
csaladszlréssel diagnosztizalt feln6ttek (A IgA) tisztitott TG2-specifikus antitestjeinek hatasa a fibronectin
felszinére kotott rekombinans TG2 enzim transzamidalé hatasara. Az aktivald hatas glutenmentes diéta utan
mar nem mérhetd. B. Az E csoport antitestjeinek aktivald hatasa az enzim bazalis aktivitdsanak fliggvényében.

A totdl IgA (1gG) frakcioval tortén6 méréseknél kimutattuk, hogy az abszolit immunglobulin
érték helyett a tisztitott frakcié TG2-specifikus antitest tartalmara normalizalt eredmények
adnak csak Osszehasonlithatd értékeket: ilyen korilmények kozott az enyhe klinikai
tinetekel diagnosztizalt id6sebb gyermekek és felnGttek, valamint az IgA hidnyos betegek
antitestjeivel is homogén aktivald hatast mutattunk ki, mig a CUB7401 antitest minden
mérési szituacidban szinte teljes mértékben gatolta a TG2 aktivitast. KésGbbi vizsgalataink
igazoltdk, hogy a vizsgdlt betegmintak mind a TG2 Osszetett (REM) epitdpjara voltak
specifikusak, mig a CUB7401 mas TG2 epitdpot ismer fel.

Az enzimre gyakorolt aktivald hatds biokémiai vizsgalata soran kilonb6z6 szubsztratok

alkalmazasaval kimutattuk, hogy a coeliakids antitestek az enzimreakcié mindkét fazisat, a
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tioészter képz6dést és a keresztkotés kialakuldsat is gyorsitjdk, vagy megfelel6 amin
acceptor hidnyaban a deamidalast fokozzak. Az enzimaktivitas ,fokozasdanak” mibenléte
érdekes kérdés volt. A kiegészit6 vizsgalatok arra utaltak, hogy ez valdszinlileg a szerkezet
stabilizaldsabdl adédik. Az enzim igen érzékeny, hosszabb inkubdlasi id6 utan fokozatosan
elveszti aktivitasat, mig az antitestek jelenlétében tovabb képes dolgozni. Ez a stabilizalo
hatds fligg az enzim eredeti allapotatol: ha az aktivitas eleve magas, azt az antitestek mar
nem tudjak tovabb fokozni, de a kdzepes vagy gyengébb aktivitdsu enzimet stabilizalhatjak
(42. 3abra). Mivel az ismételten igazolhatd volt, hogy a TG2 a megkotott antitestek
jelenlétében is folyamatosan felhaszndlja a szubsztratokat és tovabb gyartja a
reakcidterméket, ezek a vizsgdlatok még a coeliakia epitdp azonositasa el6tt jelezték, hogy a
coeliakia antitestek primer kot6helye nem lehet az enzim aktiv centruma. Annak igazoldsat,
hogy az antitestek valdban koétve vannak az enzimhez a reakcio alatt, ugy végeztiik, hogy
TG2 enzimet fibronectinnel fedett ELISA laphoz adtuk, mely az extracelluldris viszonyokat
utdnozza. Ezutan inkubaltuk az enzimet az antitestekkel és az enzimreakcié inditdsa el6tt
kimostuk a meg nem kotédott nemspecifikus 1gA/IgG-t. Hasonld rendszerben igazoltuk,
hogy a coeliakia antitestek nem csak a rekombindns TG2 fehérjét képesek aktivalni, hanem
NB4 sejtek lizdatumabdl a fibronectines lemezen megkot6dott és igy tisztitott természetes
TG2 enzimet is. Ezért az antitestek jelenlétében kialakuld csdkkent enzimaktivitasért a
sejtlizatumban jelen levé egyéb sejtkomponensek vagy fehérjék lehetnek felelések. Az
intakt sejtes rendszerekben a TG2 meghatarozott kompartmentekben van jelen és f6ként az
extracellularis matrixban a fibronectin felszinén aktiv. A fibronectinhez koététt enzimmel
kapott eredmények az in vivo viszonyokra nézve sokkal relevansabbnak latszanak, mint a
szétroncsolt sejttartalommal valé mérések. Folyékony fazisban torténé enzimreakcié esetén
nemspecifikus csokkenés vagy fokozdédas is el6fordulhat, a konkrét kotédési partenerektdl
fliggben. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azokkal a korabbi megfigyelésekkel,
hogy a vékonybélben a coeliakia aktiv fazisdban fokozédik a TG2 expresszidja és aktivitasa
(Esposito és mtsai 2001), és magunk is szovetmetszeten végzett immunfluoreszcens
vizsgdlatokkal a primer aminok beépilésének fokozddasat tudtuk kimutatni. A
kés6bbiekben masok is kimutattak, a mi altalunk alkalmazottdl eltéré koriilmények kozott is,
hogy az antitestek kot6dése nem gatolja meg a keresztkotések létrejottét (Dieterich 2003),
igy nem valdszinl, hogy a coeliakia antitestek primeren a TG2 gatlasaval fejtenék ki
hatdsukat. Az enzim mikodésének fokozddasat a tovabbiakban leirt sejtes modellek
vizsgalatakor is észleltiik (Myrsky és mtsai 2009b, Caja és mtsai 2010, Martucciello és mtsai
2012).

Méréseinkben a coeliakia antitestek mas hatasaként a GTP-az mikodés mérsékelt
csokkenését észleltik (67-73.4%-ra). Ennek in vivo relevancidja még nem eldontott, mivel

nem biztos, hogy az autoantitestek a sejten beliili TG2 fehérjéhez kapcsolddni tudnak.
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5.5.2. A coeliakia autoantitestek hatdsa a hamsejteken at térténd gliadin transzportra

Rauhavirta T, Qiao SW, Jiang Z, Myrsky E, Loponen J, Korponay-Szabd IR, Salovaara H, Garcia-Horsman JA,
Venalainen J, Mannisté PT, Collighan R, Mongeot A, Griffin M, Maki M, Kaukinen K, Lindfors K. Epithelial
transport and deamidation of gliadin peptides: a role for coeliac disease patient immunoglobulin A. Clin Exp
Immunol. 2011;164:127-136.

A hamsejtek képezik az elsé védelmi vonalat a gliadin belépésekor és a hamsejtek alatti
rétegben, a TG2 felszinén rakédnak le in vivo az antitestek. A TG2 antitestek kivalasztédnak
a bélnedvbe (Mawhinney 1975), igy a lumen feldl is elérhetik a hamsejteket és ezért hatasuk
a patomechanizmus szempontjabdl relevans lehet. Munkacsoportunk kordbbi
vizsgdlatokban (Halttunen 1998) kimutatta, hogy a coeliakia antitestek in vitro gatoljak a
hamsejtek differencialédasat és novelik proliferaciojukat. Vizsgdlatainkat Caco2, konfluens
réteget képezd colon carcinoma sejteken végeztik, melyek vékonybél jellegi
differencidldddsra és barrierképzésre képesek. A vizsgdlatokhoz lissamine-nal jel6lt gliadin
peptideket hasznaltunk, az alfa-gliadin 31-43. aminosavait reprezentald klasszikus ,toxikus”
peptidet (LGQQQPFPPQQPY) valamint és 57-68. aminosavakat reprezentalé un.
Limmunogén” peptidet (QLQPFPQPQLPY), nativ és deamidalt formaban. Kontrollként egy
irrelevans peptidet alkalmaztunk. A peptidek apikalis és bazalis koncentracidjat a lissamine
fluoreszcencia mérésével, az athaladd peptidek méretét HPLC-vel vizsgaltuk. A peptidek
immunogén tulajdonsagait egy, a deamidalt gliadin peptidre specifikus coeliakias beteghdl
szarmazo T-sejt kldonra gyakorolt aktivald hatds alapjan allapitottuk meg, radioaktiv timidin
jeloléssel. Coeliakids betegek (n=11) szérumdbdl tisztitott IgA antitestek mindkét peptid
athaladasat megnovelték a transwell lemezeken novesztett Caco2 sejtrétegen, de nem
befolydsoltdk a gliadin peptidek paracellularis barrierre kifejtett hatasat. A coeliakias IgA
hatdsa aktiv hely-specifikus TG2 inhibitor (R281) alkalmazasaval megsziintethet6 volt, ez

arra utal, hogy a folyamat soran a TG2 aktivacidjara keril sor (43. dbra).
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43. abra. Fluoreszcens lissamine jeldlési 31-43 gliadin peptid (a) és 57-68 gliadin peptid (b) konfluens Caco2
hamsejtrétegen at torténd transzportja coeliakias antitestek (CD IgA) és TG2 inhibitor (R281) jelenlétében
**p<0.01, ***p<0.001 az R281 jelenlétében torténd athaladashoz viszonyitva
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A fokozott TG2 aktivitdst a Caco2 sejtekkel végzett ELISA vizsgalattal is igazoltuk. A
tanulmdnyban azt is vizsgaltuk, hogy a jelolt peptidek degradalédnak-e a hamsejteken vald
athaladas soran. A 31-43 peptid jelentds része bontatlan formaban megtaldlhaté volt
sejtréteg bazdlis oldalan. A 57-68 peptid nagyobb foku degradaciét mutatott, de a bazdlis
oldalon megjelend rovidebb peptid még hatdsosan aktivalta a gliadin-specifikus T-sejteket.
Erdekes viszont az, hogy az 57-68 peptid mar a hamsejtek apikalis oldaldn nagyrészt
deamidalédott és igy a coeliakia-specifikus T-sejtekre nagyobb aktivald hatast gyakorolt,
mint a nativ peptid. Ez tamogatja azt a nézetet, hogy mar a béllumennel hataros
sejtfelszineken jelent6s TG2 aktivitassal kell szamolni, mely a deamidaciét még a hdmsejtbe
vald belépés el6tt lehetbvé teszi (44. dbra).
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44. abra. Transwell membranra helyezett Caco2 sejtréteg basalis médiumabdl HPLC kromatografiaval
meghatarozott peptidek fluoreszcens lissamine jeldlésii 31-43 gliadin peptid (a) és 57-68 gliadin peptid (b)
apikalis alkalmazasa utan (bal y-tengely). Halvanysziirke vonal a jel6li a kontrollként kdzvetleniil hozzaadott nativ
peptid elucids helyzetét (jobb y-tengely). Control: IgA hozzaadasa nélkili kisérlet.

5.5.3. A coeliakia autoantitestek hatdsa az angiogenesisre

Myrsky E, Kaukinen K, Syrjanen M, Korponay-Szabé IR, M&ki M, Lindfors K. Coeliac disease-specific
autoantibodies targeted against transglutaminase 2 disturb angiogenesis. Clin Exp Immunol. 2008;152:111-119.

A coeliakia antitestek a szovetekben a kiserek mentén kotédnek és a TG2 szerepet jatszik az
angiogenesisben (Haroon és mtsai 1999), igy az endotél sejtekre gyakorolt bioldgiai hatas
vizsgdlata is relevansnak latszik a coeliakia megértéséhez. Kezdeti tajékozddd vizsgdlatunk
soran kimutattuk, hogy a sulyosan atréfias coeliakias vékonybél nydlkahartya érhalézata
rendellenes: a kapillarisok szdma megkevesbedett és lefutdsuk eltér a szokdsostdl. Azt is
kimutattuk, hogy az endothel sejtekhez képest kevesebb a simaizom sejtek ardnya ezekben
a kiserekben (Myrsky és mtsai 2009a). Ezért in vitro is vizsgaltuk normal endotél sejtek
(human umbilical cord vein endothelial cells, HUVEC) differencialédasat (Myrsky 2009b). A
sejteket kereskedelmi forrdsbol (Lonza) szereztiik be vagy Palatka és munkatarsai szerint

(Palatka és mtsai 2006) normal ujszulott koldozsindrbdl preparaltuk. A HUVEC sejtek I-es
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tipusu kollagénnel bevont tenyészt6 edényekben megnyulnak és 24-72 éra alatt eldgazédo
érszerl képz6dményeket kezdenek épiteni. Kollagén I. gélben vagy komplex kot&szoveti és
bazalmembran alapanyagokat tartalmazo gélben (Matrigel, BD Laboratories) szuszpendalva
pedig haromdimenzids, hexagonalis elrendez6dési értubulusokat hoznak létre.
Kisérleteinkben a tubulusképzést coeliakias és kontroll antitestek (anti-TG2 CUB7402,
izotipus kontroll) jelenlétében vizsgaltuk. A coeliakias betegsavokbdl total IgA frakcidt és egy
IgA hidnyos coeliakids beteg szérumabdl affinitas-tisztitott TG2-specifikus coeliakias 1gG
antitesteket preparaltunk (az IgA tisztitds technikai nehézségei miatt). Mindkét fajta
coeliakias antitest egyforman lecsokkentette az endotél sejtek valamint a képzett érszer(
formaciok hosszat (45. abra), gatolta a sejtek migracidjat és az aktin citoszkeleton
deformalddasat okozta, mig a CUB7402 antitest ezeknek a tulajdonsagoknak csak egy részét
(migracid) befolyasolta hasonld mértékben. A human endotél sejtek és egér embrionalis
mesenchymalis sejtek (C3H/10T1/2) egylitt tenyésztése soran mind a coeliakids antitestek,

mind a CUB7402 mellett csokkent az angiogenesis.
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45. abra. A coeliakia-specifikus IgA, 1gG antitestek és egér monoklonalis anti-TG2 antitestek (CUB7402) hatasa
endothél-mesenchymalis sejtek egyittes (A,B) tenyésztése soran a képzett érformaciok hosszara (A), a sejtek
migracidjara (B) és csak endotél sejtekbdl allé tenyészet érképzésére (C). A CUB7402 hatasa a kisérleti
kérulményektdl fuggben valtozd, a coeliakias IgA és affinitastisztitott TG2-specifikus coeliakias IgG hatasa
mindkét kisérleti rendszerben gatlo volt.

Ezek a kisérletek arra hivtdk fel a figyelmet, hogy a coeliakia antitestek hatdsa sokkal
komplexebb, mint a TG2 egyszer( gatldsa. Felmeriilt az a kérdés is, hogy a coeliakias
szérumokban lévé egyéb (gliadin vagy aktin elleni) antitestek mennyiben felelGsek ezekért a
hatdsokért. A TG2 antigénnel tisztitott coeliakids IgG antitestek hatdsa azonban egyezett a
teljes IgA frakcidval nyert eredményekkel, igy ez arra utal, hogy a f6 hatdsért a TG2 elleni
antitestek felelGsek. Az antitesttisztitds nehézségei miatt a tovabbi kisérletekben a teljes IgA
mellett a hatas TG2 fluggdségének ellenbrzésére fag display segitségével klonozott

monoklonalis TG2 elleni egylancu antitesteket alkalmaztunk.
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Caja S, Myrsky E, Korponay-Szabd IR, Nadalutti C, Sulic AM, Lavric M, Sblattero D, Marzari R, Collighan R,
Mongeot A, Griffin M, Maki M, Kaukinen K, Lindfors K. Inhibition of transglutaminase 2 enzymatic activity
ameliorates the anti-angiogenic effects of coeliac disease autoantibodies. Scand J Gastroenterol. 2010;45:421-7.

A HUVEC vizsgalatok érdekesnek tlintek az angiogenesisre gyakorolt hatds tovabbi részletes
vizsgdlatdra és a kezdetben bonyolult kiértékelést egyszer(sitve és jobban standardizalva
nagyobb szamu flggetlen, finn és magyar coeliakids betegsavobdl tisztitott antitest
készitménnyel is sikeriilt a kordbban észlelt hatast stabilan reprodukalni mind a kollagénes,
mind a matrigeles rendszerben. A fagban kifejezett egyldncu antitestek kozul (CD Mab)
legmegfelel6bbnek a 4.1 klént taldltuk, ezzel az azonos TG2 epitdpra kotédést flggetlen
vizsgdlatokkal is kimutattuk (72. oldal). A 4.1 kldnnal végzett kiegészité kisérletekben
igazolni lehetett, hogy hatdsa és a coeliakids IgA frakcid hatasa azonos és a TG2 fokozott
extracellularis aktivitdsaval jar. Az angiogenesisre gyakorolt hatdst TG2 inhibitor (R283)
gatolta. A gatlds a sejtekbe be nem hatolé R281 alkalmazasaval is kivalthatd volt. A sejtek
0ssz TG2 tartalma Western blot szerint nem valtozott, igy a TG2 enzimatikus m{ikodését

fokozé antitesthatas elsGsorban az extracellularis térben latszik jelentGsnek (46. abra).
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46. abra. A coeliakias IgA és egylancu monoklonalis coeliakia antitestek (CD Mab) hatasa az angiogenesisre és
a TG2 aktivitasara endotél sejtkultiraban TG2 inhibitorok (R281, R283) jelenlétében, *p<0.001.
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Myrsky E, Caja S, Simon-Vecsei Z, Korponay-Szabd IR, Nadalutti C, Collighan R, Mongeot A, Griffin M, Maki M,
Kaukinen K, Lindfors K. Celiac disease IgA modulates vascular permeability in vitro through the activity of
transglutaminase 2 and RhoA. Cell Mol Life Sci. 2009;66:3375-3385.

Martucciello S, Lavric M, Téth B, Korponay-Szabd IR, Nadalutti C, Myrsky E, Rauhavirta T, Esposito C, Sulic AM,
Sblattero D, Marzari R, Maki M, Kaukinen K, Lindfors K, Caja S. RhoB is associated with the anti-angiogenic
effects of celiac patient transglutaminase 2-targeted autoantibodies. J Mol Med (Berl). 2012 Jan 6. Epub

A tovabbi két kozleményben a fokozott TG2 aktivitds kovetkezményeit és az antitestek
hatdsanak jelatviteli Uatjait vizsgdltuk. Egyrészt kimutattuk, hogy az endotél sejtek
mikodésében mas zavarok is kimutathatdk: a coeliakias antitestek hatasara fokozddik a
paracellularis érpermeabilitds, a limfocitdak adhézidja és transzendotelidlis migracidja és
fokozédik az E-selectin expresszid. Ezek a hatasok is fokozott extracellularis TG2 enzimatikus
aktivitassal jartak, blokkolhaték voltak R281 TG2 inhibitorral és nem jottek létre a TG2
aktivitast gdtlé CUB7402 antitest jelenlétében. A érbarriert kdrositd hatas jelentds lehet in
vivo korlilmények kozott és a vékonybélben zajléo gyulladas fokozdddsahoz vezethet. A
vaszkularis hyperpermeabilitds alapjan a ras homolog gene family member (Rho) jelatviteli
rendszer aktivalodasat valdszindsitettiik. A fokozott RhoA aktivitas gyari kittel is mérhetd
volt és C3 transzferaz endotoxin el6kezeléssel, mely a Rho fehérjéket gatolja, a coeliakias
antitestek hatdsai csokkenthetdk voltak. A sejtfiziologiai ismeretek alapjan elsGsorban a
RhoA aktivitdsanak fokozodasa latszott valdszinlinek, a masodik cikkben azonban
kimutattuk, hogy az antitestek angiogenesist gatlé f6 hatasanak hatterében inkdbb a RhoB
anyagcsereut allhat. A C3 transzferaz mindkét Rho fehérjét gatolja, és az RhoA aktivitas
mérésére forgalmazott kit a RhoB aktivitast is méri. A RhoB szerepére az endotél sejtekkel
végzett RNS microarray vizsgalat hivta fel a figyelmet, ahol a RhoB fokozott expresszidjat
észleltiik a fibronectin fokozddasaval parhuzamosan és az integrin 13 csokkenés mellett. A
RhoB fehérje mennyisége blot és immunfluoreszcens festés alapjan is magasabb volt a
coeliakias antitestek jelenlétében az in vitro endotel modellben illetve egér bére ald
belltetett matrigelben, melyben kivilrél bevitt human endotel sejtekkel angiogenesist
indukaltunk (47. abra).
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47. abra. A Rho B mérése mRNS (A) és fehérjeszinten (B) az endotél modellben coeliakias IgA antitestek illetve
egylancu monoklonalis 4.1 coeliakias (CD Mab) antitest jelenlétében, *p<0.05.
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A RhoB termelés csendesitése interferald RNS segitségével jelentGsen mérsékelte a coeliakia
antitestek jelenlétében észlelt differencidlddasi és sejtmigracidos zavart, akar IgA frakciot,
akar coeliakids betegekbdl prepardlt egylancd monoklondlis 4.1 antitesteket hasznaltunk, a
RhoA csendesitése azonban nem. Ugyancsak kompenzdlta a coeliakids antitestek
angiogenesist csOkkent6 hatdsat simvastatin hozzdaddsa, mely a RhoB megfeleld
mUikodéséhez sziikséges poszttranszlaciés modositast (farnezilacié) gatolja (48. dbra). Mivel
a simvastatin altaldnosan hasznalt gydgyszer a koleszterinszint csokkentésére, igéretesnek
latszik tovabbi vizsgalata, hogy képes-e mérsékelni a coeliakidval kapcsolatos vékonybél

boholykarosodast.

A

v

80

64

140, .

so{
l I I

v-
0:

00\‘* o°\ & & o
& 0 xc’ xc" SJ X
eo o\ N
fb@ ‘?‘ AN
?g‘ V’q. o

= .

.\QS\V \Q. e»‘qh ‘q_év
. 2

48

32

16

Endotél sejtek hossza (%)
Vandorl6 sejtek szama/képmezd

48. abra. A coeliakias IgA és egylancu monoklonalis coeliakia antitestek (CD Mab) hatasa az angiogenesisre (A)
és az endotél sejtek vandorlasara (B) Rho fehérjéket csendesitd RNS és kontroll (scramble) RNS jelenlétében,
*p<0.0001, illetve a és b kéz6tt a B panelen.

5.5.4. A coeliakia antitestek bioldgiai hatasanak szelektiv gatlasa in vitro

Simon-Vecsei Z, Kiraly R, Bagossi P, Toth B, Dahlbom |, Caja S, Cs6sz E, Lindfors K, Sblattero D, Nemes E,
Maki M, Fésis L, Korponay-Szabd IR. A single conformational transglutaminase 2 epitope contributed by three
domains is critical for celiac antibody binding and effects. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012; 109:431-436.

Az 5.4, fejezetben leirt vizsgdlatok alapjan igazoltuk, hogy a természetes coeliakia antitestek
és a klonozott 4.1 egylancu antitestek a TG2 azonos konformacids epitdpjahoz kétédnek,
mig az egyéb betegségekben keletkez6 anti-TG2 antitestek mas epitdépot ismernek fel. Ezért
tovabbi vizsgalatainkkal azt kivantuk megallapitani, hogy melyik epitép relevans az in vitro
modellekben észlelt hatasok kozvetitésében. Ezért az endotél sejtek differencidlédasat a
fentiek szerinti matrigelben rendszerben normal szérumbdl preparalt IgA, coeliakids IgA és
nem-coeliakids betegek savdjabol tisztitott anti-TG2 antitesteket tartalmazo IgA
jelenlétében vizsgdltuk, majd ezekben a vizsgalatokban az antitesteket egy kompetitor

monoklonalis egér antitesttel (MAb885) egylitt alkalmaztuk, mely a coeliakias epitop egyik

84



dc_308_11

f6 aminosavahoz, a 153-as glutaminsavhoz kotédik és ELISA rendszerben interferdl a
coeliakias antitestek kot6désével. Ebben a modellben a MAb885 megakadalyozta a
coeliakias IgA és a 4.1 monoklondlis coeliakias antitest angiogenesist gatld hatasat is. A nem-
coeliakias autoimmun IgA csak nemspecifikus hatdssal rendelkezett, mely a normal IgA
hatdsatél nem tért el, és erre a MAb885 szelektiv hatast nem gyakorolt (49. dbra). Ezek az
eredmények igazoljak, hogy az endotél-sejtes kisérleti rendszer a f6 coeliakia TG2 epitdp

kozvetitésével kialakuld bioldgiai hatdst mér.
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49. abra. Normal (IgA), autoimmun és coeliakias betegekbdl preparalt IgA és egylancu monoklonalis coeliakias
antitest (ScFv) hatasa az angiogenesisre a MAb885 antitest jelenlétében, ***p<0.001.

Erdekes eredmény volt, hogy a MAb885 hatasa ellentétes volt a coeliakids IgA hatdsdval,
annak ellenére, hogy azonos epitdpon valdsul meg. Ennek oka a TG2 mutdnsokkal végzett
epitoptérképezés alapjan feltehetGen az, hogy a MAb885 csak az epitdp core doménen lévs
részéhez kotédik (50. abra). Ezért részletesebben is megvizsgaltuk a MAb885 TG2
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enzimaktivitasra gyakorolt hatasat. A MAb885 nem gatolta a transzamidalast még a
CUB7402-nél négyszer nagyobb adagban sem, és nem is fokozta, ahogy a coeliakias IgA
antitestek (50. dbra). A MAb885 ezért egy lehetséges terdpias eszkdznek latszik a coeliakias
antitestek bioldgiai hatasainak gatlasaban, és el6nyos az, hogy karos hatdst nem gyakorol a
TG2 mikodésére. Hatdsat komplexebb rendszerekben tovébb fogjuk vizsgdlni. Gydgyitasi
és diagnosztikus alkalmazdasara a Debreceni Egyetem a fenti eredmények alapjan szabadalmi
bejelentést nyujtott be (Korponay-Szabd IR és mtsai, PCT WO 2010/116196 A2).

Wt
- ——MAD 885 160

433 R g 140
2 120
RMK E é 100
< 80
2 60
T
40
154K M A

20
0

Ve DH D

REM RE e «%z%g‘b‘b%éé\qv'
EEOAPAACEY
A < @\{0\@6\ &
N \(0(0 R
EM RM \@Q)\)Q\ Q} N
ﬁo‘}’f 0‘3’,%04;0\
S
N

NP v <)
<©

50. abra. A 885 monoklondlis anti-TG2 antitest epitopspecificitasa és hatasa a TG2 transzamidacios
mikodésére immobilizalt szubsztratot tartalmazé mérési rendszerben, melyben a CUB7402 és TG100 antitestek
gatlast, a coeliakias IgA antitestek aktivitasfokozoédast valtanak ki.

5.5.5. Passziv autoantitest transzfer hatasa kisérleti allatokban

Kalliokoski S, Caja S, Korponay-Szabd IR, Frias R, Koskinen O, Maki M, Kaukinen K, Lindfors K. Features of
early developing coeliac disease can be induced in mice by passive transfer of patient serum. International
Coeliac Disease Symposium, Oslo, 2011 (absztrakt)

Annak vizsgalata, hogy a coeliakia antitestek tényleg szerepet jatszanak-e a boholyatrofia
kialakuldsaban, a sejtes rendszereknél komplexebb vizsgdlati rendszert kivan. Korai
vizsgdlatunkban (Korponay-Szabd és mtsai 2000) egerek TG2-vel torténd immunizacidja
soran sikeresen indukaltunk magas titer0 szérumban is megjelené 1gG anti-TG2
antitesttermelést, de ezek az antitestek nem rakodtak le a szovetekben, mivel feltehet6en a
beadott TG2-re voltak specifikusak és nem reagaltak az egerek sajat TG2 fehérjével. Di Niro
vizsgdlataiban (Di Niro és mtsai 2008) a coelidkids betegekbdl szdrmazd egylancu fag
monoklonalis antitestek egérben torténd expresszidja sem jart eredménnyel, mivel az
egerekben rovid idén beliil anti-idiotipus antitestek termelése indult be, mely hatdsukat
kozombositette, s6t teljesen el is tlintek a szérumbal. Ezért kisérleteinkhez athymikus nude

egereket valasztottunk, melyek sajat antitestek termelésére képtelenek. A nude egerek bére
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ald matrigelben beoltott endotél sejtekkel komplexebb mddon lehet modellezni az
érképz6dést. Ebben a rendszerben a coeliakias antitestek hasonldan csékkentették az
érképz6dést, mint az in vitro vizsgalatokban (Martucciello és mtsai 2012).

Fiatal nude egerekbe intraperitonealisan bejuttatott human antitestek hatdsat is vizsgaltuk.
Az IgA antitestek azonban nem kerliltek be az egerek keringésébe, feltehetGen azért, mert
nincs megfelel6 IgA receptoruk. IgA hidnyos betegek szérumat hasznalva, amely magas
titerben tartalmazott I1gG anti-TG2 antitesteket, magas szérum anti-TG2 koncentraciot
sikerdlt kialakitani. Az IgG antitestek kotdédtek minden klasszikus in vivo kotGhelyen, a
vékonybélhamsejtek alatti basalis terlileten, az endomysiumokon, a maj és a vese reticulin
rostjain. A kezdeti id6szakban boholyatréfia nem volt, de kisérletet 4 hétre kiterjesztve,
bizonyos felszincsokkenés a bélben bekovetkezett és az dllatok sulyfejlédése elmaradt a
kontroll, antitest negativ IgA hidnyos human szérumot kapé vagy nem injektalt kontroll
allatokhoz viszonyitva. Mivel mas kutatécsoportok kimutattdk, hogy a vékonybélkarosodas
jelent6sen fokozédik gyulladasos szigndlok hozzdadasa esetén, ezért jelenleg a kisérleteket

ilyen iranyban folytatjuk a teljes kdzlemény elkészitéséhez.

5.5.6. Passziv autoantitest transzfer hatasa coeliakids anyak ujsziilottjeiben

Tekintettel az allatkisérleti modell létrehozdsanak nehézségeire, az antitestek hatasara
kialakult jelenségeket human ujszilotteken is figyelemmel kisértiik. Mivel az anyai IgG
akadalytalanul atjut a magzatba, a gyermekben az anyai T-sejtek hatdsatél fliggetlen
antitesthatas tanulmanyozhatd. A vizsgdlatokat egy klinikai eset megfigyelése inditotta el,
amikor egy IgA hianyos, a diétat nem tartd, ismert és erésen szeropozitiv coeliakids anya
szilése utan a gyermeknél hasmenést és madjkdrosodast diagnosztizaltunk, melynek
hatterében egyéb okot nem taldltunk. Az Ujszilott id6ére, de alacsony sullyal sziiletett (2660
g). Vérében sziletéskor rendkiviil magas I1gG anti-TG2 és deamidalt gliadin elleni antitest
szintet mértiink (51. dbra), és HLA tipizalas szerint DQ2 allélje van.
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51. abra. In vivo kialakult EMA reakcio képében megjelené anyai IgG lerakddas aktiv coeliakiaban szenvedd IgA
hianyos anya ujszuléttjienek kéldékzsindrjaban direkt immunfluoreszcens vizsgalattal (A), csak szekunder anti-
IgG antitest hozzadadasa utan. Az antitestek mérése ELISA segitségével a gyermek szérumaban (B).
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Nagymennyiségl 1gG lerakddasat észleltiik a gyermek koldokzsindr szoveteiben is az
endomysium felszinén (Simon-Vecsei és mtsai PNAS 2012). Mindez azt jelzi, hogy a tobbi
szovet, koztik a vékonyél és a maj is feltehet6en tartalmazott antitesteket, bar ennek
kozvetlen bizonyitdsara nem volt mdédunk, mivel a sziil6k vékonybélbiopszia elvégzéséhez
nem jarultak hozza. A szérumbdl az anyai coeliakids antitestek 9 hdnapos korra Uriltek ki. A
gyermek kovetése 4 éves korig coeliakia manifesztalodasat eddig nem mutatta. Ezen adatok
alapjan prospektiv neminvaziv vizsgalatokat végeztiink az ismert coeliakids anyak
Ujszlilottjeiben. A vizsgalatokra az adott lehetGséget, hogy 2007-t6l részt vettlink egy

nemzetkozi, még jelenleg is folyd tanulmanyban (www.preventcoeliacdisease.com), mely a

coeliakia megel6zési lehetGségeit vizsgdlja és a sziiletés elStt valogatott be olyan
gyermekeket, akik coeliakids betegek els6foku rokonai. A gyermekektdl kéldokzsindr vért
tettiink félre, melyb6l meghatdroztuk a HLA-DQ genotipust és a coeliakids antitestek
szérumszintjét, valamint vizsgdltuk az antitestek jelenlétét placentaban és a koldokzsindr
szoveteiben. A gyermekek egy részénél a koldokzsindrbdl HUVEC sejteket tenyésztettiink. A
gyermekek sziletési sulyat és hosszat 6sszehasonlitottuk az ugyanabban az id6szakban az
adott terlileten sziiletett egészséges ujsziilottek (n=650) adataival, akiknek édesanyja
résztvett az 5.2.10.2. fejezetben leirt terhességi coeliakia szlirésben és antitest negativ volt
(48. oldal). Osszesen 197 olyan gyermek adatait sikeriilt dsszegydjteni, akiknek legaldbb egy
els6foku rokona ismerten coeliakidban szenvedett, ez 135 esetben az anya, 29 esetben az
apa, 3 esetben mindkét sziilg, 30 esetben egy testvér volt. Az aktiv coeliakidban szenvedd
anyak ujszilottjeinek sziletési sulya alacsonyabb volt, mint a nem coeliakids anyak vagy a
diétat jol betartd coeliakiads anyak gyermekeié. A szignifikans kiildnbség az adatok tisztitdsa
utan is megmaradt, miutan az ikrek és koraszilottek adatait kizartuk a szamitasokbdl (9.
tablazat).

9. tablazat. Coeliakias csaladok ujszilottjeinek sziiletési sulya (g) azonos idészakban, szeronegativ egészséges

magyar anyaktol sziletett Ujszildttekkel dsszehasonlitva. CD: coeliakia, Cl: konfidencia intervallum, *a szliléskor
meég antitest pozitiv, de mar diétazé anyak (roévid ideje vagy részlegesen kezelt allapot).

Vizsgalt csoportok N Atlag Median 95% Cl p érték
1 | Anya CD 131 3263 3340 3175-3351 0.02 vs 2
a. Kezeletlen 15 2855 2790 2607-3103 <0.001 vs
1¢,2,3,4,5
b. Terhességben diagnosztizalt* 4 3553 3520 3376-3729 | 0.61vs 2,5
c. Tartos, jé diéta melletti terhesség 112 3315 3360 3326-3405 0.066 vs 2
2 | ApaCD 29 3493 3540 3354-3633 0.50vs 5
3 | Testvér CD 30 3362 3440 3179-3546 0.39vs 5
4 | CD rizikd, de egészséges anya (2+3) 59 3427 3480 3313-3540 0.88vs 5
5 | Nem riziké ujsziilottek (populdcio) 650 3435 3430 3400-3471
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A kezeletlen anydknal a coeliakia a terhességi szlirés soran illetve a sziilés utan 3 hénapon
belil manifesztalddé malabszorpcid miatt derilt ki, vagy a coeliakia ugyan ismert volt, de

nem tartottak diétat.
Korponay-Szabd IR, Kiraly R, Nemes E, Téth B, Vecsei Z, Juuti-Uusitalo K, Fésls L, Maki M. Passive transfer

model of coeliac autoimmunity in newborns from mothers with coeliac disease and transglutaminase antibodies.
Gut 2009;58:(Suppl 2) p. A411. (Absztrakt)

Ot szeropozitiv anyanal sikeriilt a placentdt megvizsgdlni, mely nagymennyiségl IgA
lerakédast tartalmazott az erek falaban valamint a chorionbolyhok felszinén, ahol a TG2 is
kimutathatd volt (5.3.3.2 fejezet, 54. oldal és 52. dbra A-B). Sorozatmetszetekben végzett
képanalizis (Image J program) alapjan a boholystruktura signifikansan (p<0.01) kevesebb
terliletet reprezentalt, mint a normal vagy antitest negativ anyak kontroll placentajaban (52.
abra C-D). Ez egy vékonybélboholy-atréfiaval analdg patoldgiai folyamatot jelez, mely a

magzat csokkent tdpanyagellatdsat okozhatja, és amelynek tovabbi vizsgalata indokolt.

52. abra. Anyai IgA lerakodas (zold) coeliakias anya placentajaban a decidualis erek falaban (A) és a
chorionbolyhok felszinén (B). A normal placentaban csak egy vérrogben mutathaté ki IgA, a chorionbolyhokban
nem (C), a bolyhok tagoltabbak és az altaluk elfoglalt terilet nagyobb mint az aktiv coelidkiaban szenvedd anya
placentajaban. Piros festés: A-B: CD44, C-D: TG2 CUB7402 antitesttel, mely csak a bolyhok belsé
érhalézataban 1évé TG2 antigént ismeri fel, a felszini TG2 antigént nem.

Ahogy az varhaté volt, az IgA antitestek nem keriltek at az Gjsziilottek vérébe, azaz a
placenta alapvet6 barrier-sterepe ebben a tekintetben megtartott volt, de mind az 5

gyermek savdjaban kimutathatdk voltak az anyai IgG anti-TG2 antitestek. A koldokzsinérbal
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izolalt endotél (HUVEC) sejtjek felszinén is igazoltuk az anti-TG2 antitestek jelenlétét (Simon-
Vecsei és mtsai 2012) az aktiv coeliakids terhességeknél, valamint azt is, hogy a gyermekbe
atkerllt anyai antitestek is a f6, el6z6ekben azonositott TG2 epitépra specifikusak. Az anti-
TG2 antitest pozitivitdssal sziletett gyermekek HUVEC sejtjei morfoldgiai eltéréseket is
mutattak, nem jél tapadtak meg, nem tudtak az érképzéshez megnyulni és nem vandoroltak
megfelel6en. A sejtek hossza az angiogenesis vizsgalatokban szignifikdnsan alacsonyabb
volt, mint az antitest negativ (diétdzd) coeliakidas anydk gyermeibdl preparalt HUVEC sejteké
(53. abra), valamint révidebb ideig sikerilt 6ket tenyészteni. Ezek a mérési eredmények
hasonldak voltak azokhoz, melyeket normal HUVEC sejtekhez adott coeliakias antitestekkel
a korabbi in vitro sejtes kisérletek sordn (5.5.3. és 5.5.4. fejezet) kaptunk. Egy antitest pozitiv
anya Ujszilottjétdl szarmazd sejtvonalat mar a korai passzazsok sordn elvesztettiink, ennél a
gyermeknél az anyai antitestek kilirlilését és szeronegativitdst kdvetGen 3 éves korban
coeliakia alakult ki. Az eddigi eredmények Osszességilikben azt mutatjdk, hogy a passziv
transzferrel atkerilt anyai antitestek a TG2 fehérjéhez kot6dés folytdn karos bioldgiai
hatdsokat fejtenek ki a magzatban. A klinikailag észlelt fejl6dési zavarhoz még a placentaban
megrekedt IgA antitestek is hozzajarulhatnak a magzati bolyhok karositdsaval. Ezek a
ytermészet kisérletének” is tekinthet6 adatok els6 izben szolgdltatnak a coeliakia
autoantitestek patogenetikai szerepét aldtamasztd in vivo eredményeket.
A B o

H a o
o O o

o N
o o

Endotél sejtek hossza (um)
[
o

o

A fE Ab+

53. abra. Antitest negativ (glutenmentes diétat folytatd) coeliakias anya (A) és antitest pozitiv (nem diétazo)
coeliakias anya (B) Ujszllottiének koldokzsinorjabdl preparalt endotél sejtek 14 nappal az izolalas utan. C.
HUVEC sejtek hossza (mediantstandard hiba).

,“
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5.6. A coeliakia autoantitestek keletkezési mechanizmusanak és a coeliakia

korai eltéréseinek kutatasa

5.6.1. A deamidalt gliadin peptidek szerepe a coeliakia antitestek keletkezésében

A coeliakia antitestek keletkezése gluten-fliggs, de a nativ gliadin peptidek elleni humoralis
immunvalasz sok évtizedes klinikai tapasztalat alapjan nem specifikus a betegségre, nem
HLA-DQ flugg6 (Kaukinen 2000), s6t az izoladltan el6fordulé gliadin antitest pozitivitas
diagnosztikus szempontbdl inkdbb megtéveszt6. Mivel a kozelmultban kimutattadk, hogy
deamidalt gliadin peptidekkel a coeliakids betegek savoi sokkal specifikusabban reagdlnak
(Schwertz és mtsai 2004, Sugai és mtsai 2006, Prince 2006, Kaukinen és mtsai 2007),

vizsgdlatainkban strukturalis hasonlésdgot kerestlink a gliadin peptidek és a TG2 kdzo6tt.

Korponay-Szabd IR, Vecsei Z, Kiraly R, Dahlbom |, Chirdo F, Nemes E, Fésus L, Maki M. Deamidated gliadin
peptides form epitopes that transglutaminase antibodies recognize. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2008;46:253-
61.

A tanulmanyban 74 Ujonnan diagnosztizalt coeliakidas betegnél és 65 kontroll, ép
vékonybélszerkezettel rendelkez6 betegnél egy kereskedelmi forgalomban kaphatd,
deamidalt gliadin elleni IgA+lgG antitesteket méré kittel (Inova Quanta Lite™ Celiac DGP
Screen) a TG2 ELISA eredményekhez igen hasonlé szenzitivitast (100%) és specificitast
(98.5%) figyeltlink meg. Egy 13 monoklonalis TG2-specifikus antitestbdl allé panellel tortént
vizsgdlattal pedig azt tapasztaltuk, hogy hdarom kiilonb6z6 TG2-specifikus monoklonalis
antitest is felismerte az ELISA-lapon |év6 peptideket. A monoklonalis antitestek kisérleti egér
antitestek voltak, nem coeliakids betegekbdl szarmaztak. Kozilik ketté a TG2 C-terminalis
(IV.) doménjét, egy pedig a core (ll.) domént ismeri fel. KotGdésliket specifikusan és
dézisfliggé jelleggel gatolni lehetett human rekombinadns TG2 antigénnel, annak a
monoklonalis antitestek specifikus epitdpjait tartalmazd fragmentumaival és coeliakids
betegek savdjaval (54. abra), de a kotédés nem valtozott, ha csak a His-tag konstrukciot

vagy olyan TG2 fragmentumot alkalmaztunk, mely az adott MAb epitdpjat nem tartalmazza.
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e \;\O/O\o\
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54. abra. Oldatban alkalmazott rekombinans TG2 és fragmentumainak kompeticidja C-terminalisra specifikus
(648-687 aminosav) monoklonalis TG2 antitest (MAb3) deamidalt gliadin peptidekhez t6rténd kétédésével
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A monoklondlis antitestek kot6dését TG2 antigénhez oldatban alkalmazott deamidalt
peptidek kompetitiven csokkentették. A coeliakids betegsavdok deamidalt peptidekhez vald
kot6dését azonban ezekben a kisérletekben sem a TG2 antigénnel, sem monoklonalis egér
TG2 antitestekkel nem lehetett meggatolni, igy azokban mas, TG2 antigénnel nem
keresztreagdld anti-DGP antitestek is vannak. Ha azonban a coeliakids betegsavokbdl a
magneses gyongyokhoz kotott deamidalt peptidekkel antitesteket tisztitottunk, azoknak egy
része a TG2 antigént is felismerte (10. tablazat). Ezzel ardanyosan csokkent az atfolydban
maradt TG2 elleni reaktivitds, mig kontroll gyongyok alkalmazasanal ezt nem észleltiik. A
tisztitott antitest frakcidban és az atfolyéban maradt anti-TG2 antitestek reakciéjanak
Osszege nagyjabdl megfelelt az eredeti savoban mért reaktivitasnak. Ezek a kisérletek azt is
jelezték, hogy az anti-TG2 reaktivitasnak is csak egy része kapcsolatosaz a DGP antitestekkel.
A keresztreakcid tényét azonban coeliakids betegekbdl készitett monoklonalis egylancu
antitestekkel is igazolni lehetett, mivel DGP-vel szelektalt fag antitestek ELISA vizsgalatban a

rekombindns TG2 antitestet is felismertek (nem publikalt adatok).

10. tablazat. Deamidalt gliadin peptidekkel affinitastisztitott coeliakias IgA antitestek reakcidja TG2 antigénnel.

Eredeti betegszérum Atfolyé szérum DGP-gyongyokkel
tisztitott IgA
Kor | DGP- EMA TG2- DGP- EMA TG2- DGP- EMA TG2-
(év) | ELISA titer ELISA ELISA titer ELISA ELISA titer ELISA
V) V) V) V) V) )
1 6.8 | 225.0 | 1280 99.4 2.8 1280 62.7 164.9 <2.5 35.4
M
2 | 14.6 | 190.5 640 69.4 14.3 320 50.1 151.4 <2.5 12.1
M
3 |14.8 ] 141.8 40 35.8 9.2 20 29.9 114.0 <2.5 14.1
M
4 1.7 | 211.3 80 37.0 103.5 80 17.5 224.2 <2.5 13.8
F
M: fia, F:lany

A vizsgdlati eredmények strukturalis hasonlésagra utalnak a TG2 felszine és peptidek
megjelenése kozott, bar a linedris aminosav-szekvencidban a gyarté informacidi szerint nem
volt egyezés. Ennek alapjan feltehet6en felszini azonossagot mutatd mimotdpokrdl van szo.
Sajnos a pontos epitdépokot lokalizalni nem lehetett, mivel a peptidek pontos szerkezetét
csak a gyartd ismeri. Az egyik DGP-vel keresztreagald monoklonalis anti-TG2 antitest (4E1)
linearis kot6dési motivuma ismert (De Niro és mtsai 2005). Ez a humdan TG2-ben a
3’EIPDPVEAGEEV®*® rész, a tengerimalac enzimben pedig EVPDPVEAGEQA, mely
tartalmazza a EQ motivumot, a coeliakidban immunreaktiv deamidalt peptidek jellegzetes
részét. Mivel a klinikai vizsgalatokban alkalmazott DGP linedris formdban nem jé antigén,

valdszinlileg a TG2 felszinének tobb része szikséges egy effektiv kot6déshez.
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5.6.2. A deamidalt gliadin peptidek és a transzglutamindz 2 szerkezeti hasonlésaganak
vizsgalata
Simon-Vecsei Z, Kiraly R, Bagossi P, Toth B, Dahlbom |, Caja S, Cs6sz E, Lindfors K, Sblattero D, Nemes E,

Maki M, Fésis L, Korponay-Szabd IR. A single conformational transglutaminase 2 epitope contributed by three
domains is critical for celiac antibody binding and effects. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012; 109:431-436.

A coeliakias anti-TG2 antitestek kot6dési epitopjanak lokalizdlasakor kiegészitd vizsgalatokat
végeztink gliadin és DGP peptidekkel. A REM TG2 epitdp egy részét felismeré MAb 885 (50.
abra) nem ismerte fel azokat a DGP antigéneket, melyeket az ELISA lapon a masik 3 anti-TG2
MADb felismert, azonban a MAb 885 mds funkcionalis vizsgalatokban is eltérGen viselkedett,
mint a coeliakids antitestek. A TG2 kristalyszerkezetének elemzésekor azonban
megfigyeltiik, hogy az epitdp kdzpontjaban két glutaminsav (153 és 154) kulcsfontossagu az
anti-TG2 antitestek kot6déséhez és a kot6dés akkor is zavartalanul |étrejon, ha az egyiket
glutaminra cseréljiik (30. dbra). Ez valdjaban egy EQ motivumot hoz létre a TG2 felszinén. A
4E1 linedris MAb fent targyalt kot6dési adatai azt mutatjak, hogy a human TG2-ben az
eredeti EE szakasz is azonos epitopot adhat egy antitest szamara. A rovid gliadin peptidek
térbeli szerkezete nem rogzitett, azonban amikor bekotédnek a HLA-DQ2 vajulataba, adott
helyzetben fixalddnak. Az LQPFPQPELPY immunogén gliadin peptid HLA-DQ2-ba beko6t6dott
szerkezetét (pdb: 1S9V) elemeztiik és 6sszehasonlitottuk a TG2 ismert kristalyszerkezeteivel
(1KV3 és 2Q3Z). A deamidalt gliadin peptid GIn6 és Glu8 oldallancanak tavolsaga (9.84A) és
helyzete nagy hasonldsagot mutat a TG2 153-es és 154-es glutaminsav oldallancainak
tavolsagaval (9.36 A) és helyzetével. A Glu8 és Leu9 tavolsag is hasonlé a TG2 felszinén
mérhets6 Glul54 - Val431 kozotti tavolsaggal (2. melléklet S8 dbra). A gliadin peptidben ezek
az oldallancok nem egymas melletti aminosavakat reprezentdlnak, de éppen a koztiik l1évé
prolin rigid szerkezete teszi lehet6vé, hogy ezt az alakzatot felvegyék (55. abra). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a DQ2 restrikcié olyan szerkezeti mddon valdsul meg, mely
el6segiti a TG2 antigén felszinéhez hasonlé peptidek kotdédését, és a klasszikus hapten-
carrier elmélet mellett a molekularis mimikri lehetdségét is megteremtheti. A vizsgalt peptid
T-sejt felé tekint6 felszinén 4 prolingy(rd van, és ez jellemz6 szinte az 6sszes, coeliakidban

aktivimmunogén gliadin peptidre (55. és 1. dbra).
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55. dbra. A HLA-DQ2 molekulaba (lent) beilleszked6 LQPFPQPELPY deamidalt gliadin peptid szerkezete. A
zardéjelben szerepl6 szamok a TG2 hasonlé elhelyezkedésii aminosavait jeldlik, a nyilak pedig a prolin gyiriiket.
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A prolingylrik kozotti tavolsag valtozo az egyes peptidekben (1. dbra) és ez szerepet
jatszhat a kilonbozé T-sejt klonok szelekcidjaban. Azonban a DQ2 felé néz6 gydkokben
kevesebb varidcié van, azok f6ként vagy a 4-es, vagy a 6-os pozicioban helyezkednek el és
nagyrészt jellemz6 rajuk az (P)EQ motivum, mely a DGP antitestek jellegzetes kot6helye. A
peptidek jelentGs hanyaddban azonban ez kiegészil egy QPE résszel is, els6sorban az alfa-
gliadinokban, néha a gamma és omega gliadinokban, s6t a hordeinben is. Ez a REM
epitoppal homoldg alakot vehet fel és igy keresztreagald anti-TG2 képzGdését segitheti. A
peptidek szerkezete magyarazatot adhat arra, hogy miért termel6dnek TG2-specifikus és
azzal nem reagald DGP antitest is. Ezek az eredmények és a kordbbi fejezetekben a
coeliakias epitéppal kapcsolatban leirt eredmények arra is utalnak, hogy nagyon szlk
specifitasu T-sejtek aktivalédnak. Az eredményeink azt sugalljdk, hogy a B-sejtek szerepe is
meghatdrozo és elsGsorban azok aktivdlodnak, melyek a TG2 egy meghatdrozott, bizonyos
fokban a gliadin peptidhez hasonld felszinére specifikusak. Amennyiben egy gliadin peptid
ezek felszini immunglobulin két6helyére beillik, akkor ezek a B-sejtek a T-helper sejtektdl
preferencialis serkentést kaphatnak és proliferdlnak. Ez a lehet6ség harmonizal azzal a
ténnyel, hogy a gliadin megvondsa utan mar tobbé nem termel6dnek TG2 elleni antitestek,
és azokkal a friss adatokkal is (Di Niro és mtsai 2012), hogy a coeliakids B-sejt klénok 3ltal
termelt antitestek alig mutatnak szomatikus hipermutacidt, ami egy kils6 antigén ellen
iranyuldé immunvalasz érésére utalna. Inkdbb Udgy tlinik, hogy egy mar meglévé

immunvalasz lehetséget aktival a gliadin peptidek bevitele.

5.6.3. A deamidalt gliadin peptidek bejutasa és prezentacidja

Garcia-Horsman JA, Venalainen Jl, Lohi O, Auriola IS, Korponay-Szabd IR, Kaukinen K, Maki M, Mannisto PT.
Deficient activity of mammalian prolyl oligopeptidase on the immunoactive peptide digestion in coeliac disease.
Scand J Gastroenterol. 2007;42:562-71.

A gliadin peptidek pontos Utja az emésztérendszerbdl az antigénre reagald T-sejtekig még
nem minden tekintetben tisztdzott és az sem eldontott kérdés, hogy a deamidacid hol
torténik. Az emberi emésztStraktus enzimei nem képesek a kaldszos gabondakbdl szarmazo
egyes gliadin peptideket teljesen lebontani. Egy 33 aminosavbdl alld, prolinokban gazdag
immunogén peptid kilondsen rezisztens és atjuthat a vékonybél hamsejteken. Ezért a
coeliakia kezelésére exogén, bakteridlis eredetl prolil-oligoendopeptiddzokat (POP)
javasoltak USA kutaték (Shan és mtsai 2002). Erdekes médon a POP tipust enzimek
emberben is el6fordulnak, ezért megvizsgaltuk ezek szubsztratspecificitdsat és bélrendszeri
el6fordulasat. A human POP a vékonybél hamsejtek citoplazmajaban megtaldlhatd, de nem
keriil be keril a kefeszegélybe, mint az egyéb dipeptidazok. Az emberi vékonybélhamsejtek
kivonata nem tudta a 33 aminosavbdl 3all6 peptidet megfelel6en bontani, bar érdekes
modon az aktiv coeliakids betegekbdl szarmazé mintdk esetén kevesebb (83%) eredeti

hosszusagu peptid maradt meg, mint a kezelt vagy normal vékonybél mintak (94%) esetén.
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A tisztitott rekombindns human POP enzim in vitro sem képes a gliadin peptideket
megfelel6en bontani, s6t a 33 aminosavas peptid gatolja a POP aktivitdasat. A tisztitott
enzimmel és a vékonybélmintakkal végzett mérések eltéré eredménye arra utal, hogy mas
dipeptidazok is bonthatjak a gliadint, f6ként a 12 és 19 aminosav hosszUsdgl immunogén
illetve un. toxikus peptidet, habdr a 33-as peptid lebomldsa nem megfelel6. Vizsgalatunk

szerint a POP enzimnek ezért kevés szerepe lehet a coeliakia patomechanizmusaban.

Hodrea J, Demény MA, Majai G, Sarang Z, Korponay-Szabd IR, Féstis L. Transglutaminase 2 is expressed and
active on the surface of human monocyte-derived dendritic cells and macrophages. Immunol Lett. 2010;130:74-
81.

A gliadin peptidek deamidacidjat tekintik a legfontosabb l|épésnek, melyben a TG2
kapcsolatba keriil a peptidekkel és azok TG2 deamidaciés mikodése révén valnak negativ
toltésdvé és illeszkednek be a HLA-DQ2 vagy DQ8 molekula antigén-prezentalé résébe. Az
azonban nem vildgos, hogy ez a folyamat pontosan hol megy végbe, a sejteken beliil, a
lamina propridban vagy az antigénprezentald sejtek felszinén. Az extracelluldris matrixban
lév6 TG2 nem vagy nem allanddan aktiv (Siegel és mtsai 2008). A jelen munkaban azonban a
humdn dendritikus sejtek és makrofagok felszinén aktiv TG2 jelenlétét igazoltuk. Kimutattuk
azt is, hogy a TG100 anti-TG2 antitestek képesek felismerni a sejtfelszini TG2 fehérjét, de
annak aktivitasat nem gatoljak hasonléd mértékben, mint az oldatban lév6é TG2 keresztkot6
aktivitasat. A TG100 nem ismerte fel a CD44-t, melyrél korabban feltételezték, hogy az anti-
TG2 antitestek keresztreakcidét mutatnak vele. A coeliakids IgA antitestek nem koétddtek jol a
makrofagokhoz, bar valtozé mértékil kdtédés a dendritikus sejtek felszinéhez megfigyelhetd
volt. Az eredmények alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a tunica propriaban lévé
immunprezentdlo sejtek felszinén effektiv TG2-kozvetitette deamidacid lehetséges. Hasonld
eredményt adtak Caco2 hamsejtekkel végzett kisérleteink is (Rauhavirta és mtsai, 2011),
ahol a hamsejtek felszinér6l nyert oldatban HPLC kromatografiaval deamidalt gliadin

peptideket tudtunk kimutatni a nativ peptiddel torténd inkubalas utan.

5.6.4. A gliadin prezentdacidjanak hatasa egyéb immunoldgiai folyamatokra

Nemes E, Lefler E, Szegedi L, Kapitany A, B.Kovacs J, Balogh M, Szabados K, Tumpek J, Sipka S, Korponay-
Szabd IR. Gluten intake interferes with the humoral immune response to recombinant hepatitis B vaccine in
patients with celiac disease, Pediatrics 2008,121:1570-6.

A gliadin a DQ2 vagy DQ8 molekuldkon keresztiil prezentalédik. A DQ vagy DR molekulak
mas peptidek bemutatasdban is jelent6sek lehetnek, pl. egyes oltdsok antigénjének
feldolgozasakor. A coeliakia kdrfolyamata a rendszeres gabonafogyasztas, gliadin bevitel
hatdsara mar a korai életszakaszban megindul, de a tlinetek megjelenése valtozd és a
diagndzis feldllitdsa késhet. A szubklinikai coeliakia altal okozott rendellenességek
kutatasara megvizsgdltuk, hogy a coeliakids betegek hogyan reagalnak a diagndzis el6tt
adott véddGoltasokra. A Magyarorszagon 14 éves korban adott kotelez6 hepatitis B oltds

utan a coeliakiasoknal 74.1%-ban hidnyzott a protektiv antitestek megjelenése, ha az oltast
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a diagndzis felallitasa elStt kaptdk. A glutenmentes diétat jol betartd ismert és DQ2 pozitiv
betegeknél viszont az egészségesekhez hasonld reaktivitas alakult ki (95.5%). A hepatitis B
peptidek prezentaldsa részben a HLA-DR3 és DQ2 molekuldkon keresztil torténik. A gluten
jelenlétében a nem kezelt coeliakids betegeknél els6sorban a gliadin peptidek
prezentdlddnak és ezzel ronthatjak az oltads hatékonysagat. Ezt a feltételezést tdmogatja az
az eredményink, hogy a diéta melletti immunizalas hasonlé eredménnyel jart, mint az
egészséges populacié oltasa, és a non-responder coeliakids fiatalokat Ujraoltva szintén jé

szeroldgiai immunvalasz (97.3%) alakul ki.

5.6.5. A coeliakia kapcsolata a veliink sziiletett immunitassal és gyulladasos faktorokkal

Szebeni B, Veres G, Dezséfi A, Rusai K, Vannay A, Bokodi G, Vasarhelyi B, Korponay-Szabd IR, Tulassay T,
Araté A. Increased mucosal expression of Toll-like receptor (TLR)2 and TLR4 in coeliac disease. J Pediatr
Gastroenterol Nutr. 2007;45:187-93.

Mivel a coeliakia kialakuldsat kapcsolatba hoztdk esetleges virusok vagy baktériumok okozta
fert6zésekkel, vizsgaltuk a Toll-like receptorok expressziojat a vékonybélben. A TLR2 és TLR4
fehérje és mRNS magasabb volt a kezeletlen coeliakidsokban, mint az egészségesekben.
Erdekes médon a TLR2 és 4 magasabb volt a kezelt coeliakids csoportban is, mint a
kontrollokban, bar ennek interpretaciéjat neheziti, hogy a kezelt betegek kezelés el6tti
mintaja nem allt rendelkezésre. A TLR3 mRNS csak a kezelt coeliakidsokban volt
kimutathaté. Ezek az eredmények felvetik annak a lehetGségét, hogy TLR2 és TLR4 még a
gyulladdsos reakcid el6tt emelkedik meg vagy eleve magasabb . Ezért egy kapcsolédo
tanulmanyban (Dezs6fi és mtsai 2008) megvizsgaltuk a TLR4 A™%°G és cD14 C?*°1
polimorfizmusokat, de ezekben a coeliakias betegek nem mutattak eltérést a kontrollokhoz
képest. Tovabbi tanulmanyokban kimutattuk, hogy a mintazatfelismeré receptorokon kivil
a 72-es hésokk fehérje, HSP72 (Sziksz és mtsai 2010), a hipoxia-indukalt faktor 1o (HIF-1a,
Vannay és mtsai 2010) és a SGK-1 (Szebeni és mtsai 2010) szintje is megemelkedik a
vékonybélnyalkahdartydban. Ezek az eltérések ossefliggést mutattak a glutenbevitellel, diéta
mellett csokkentek.

Papp M, Foldi |, Altorjay I, Palyu E, Udvardy M, Tumpek J, Sipka S, Korponay-Szabd IR, Nemes E, Veres G,

Dinya T, Tordai A, Andrikovics H, Norman GL, Lakatos PL. Anti-microbial antibodies in celiac disease: trick or
treat? World J Gastroenterol. 2009;15:3891-900.

Mivel a bélfléra szerepet jatszhat gyulladdsos folyamatok elinditdsdban, 190 egymast
kovet6en diagnosztizalt coeliakids fekndttnél és 148 kontrollnal meghataroztuk microbialis
anyagok és sejtfal komponensek elleni antitestek (ASCA, anti-saccharomyces cerevisiae,
ALCA, anti-laminaribiosid, ACCA, anti-chitobiosid, AMCA, anti-mannobiosid és OMP, E.coli
anti-outer membran porin C transzport protein) el6forduldsat a szérumban, valamint a f6bb
NOD2/CARD15 mutécidkat. 30 betegnél glutenmentes diéta melletti minta is rendelkezésre
allt. A kezeletlen allapotban a coeliakias betegek 65.9%-anél, az egészséges kontrollok 29%-

anal lehetett legaldbb egy antitestet kimutatni, a sulyos malabszorpciéval jelentkez6knél
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gyakran tObbet is, az antitestek szintje korreldlt az EMA/anti-TG2 szintekkel. Az egyes
antitest mérési eredmények szenzitivitdsa azonban alacsony volt (35-39%). A betegek kozott
(14%) és a kontrollcsoportban (16%) azonos aranyban fordultak el6 a NOD2/CARD15
mutacidk. A vizsgdalatok alapjan ezek az antitestek inkdbb masodlagos jelenségnek latszanak,

mely az aktiv coeliakidban a vékonybél barrier funkcid csokkenésére utal.
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5.7. A coeliakia genetikai hatterének és genetikai markerek diagnosztikus
alkalmazasanak kutatasa

A coeliakia csaladi halmozddasa azt jelzi, hogy a genetikai tényez6k szerepe meghatarozo.
Ezt tdAmogatja az a tény is, hogy a populacidszlirésekkel a coeliakiads csalddok tavolabbi
rokonsagaban taldlhatunk Ujabb betegeket. Az antitestvalasz szabalyossdga és a molekularis
mimikrire utalé eredmények is egy kozds patomechanizmust tdmogatnak, de hogy ez milyen
defektusbdl adodik, még egyel6re ismeretlen. A pontos oroklésmenet sem tisztazott. A
coeliakia leggyakrabban egymast koveté generdcidkban jelenik meg és n6kben gyakoribb,
mint altaldban az autoimmun kérfolyamatok. A klinikai betegség kialakulasanak feltétele a
gliadin immunolégiai prezentacidja, mely a HLA-DQ2 vagy DQ8 tipusu heterodimerek
jelenléte esetén valdsul csak meg. A HLA-DQ molekuldk tipizdldsa mar régdta alkalmazott
klinikai vizsgalati eljards, de koltséges volta és a tarsadalombiztositasi finanszirozas
megoldatlansdga miatt a coeliakia vizsgalatara Magyarorszagon még nem terjedt el.
Diagnosztikai helyének megallapitasat az is neheziti, hogy az egészséges magyar népesség
25%-a is hordoz DQ2-t vagy DQ8-t, igy a HLA markerek magukban nem tekinthet6k a

coeliakia bizonyitékanak és a genetikai rizikdért biztosan felelések egyéb, non-HLA gének is.

5.7.1. A HLA markerek vizsgalata

Kapitany A, Toth L, Tumpek J, Csipd |, Sipos E, Woolley N, Partanen J, Szegedi G, Olah E, Sipka S, Korponay-
Szabd IR. Diagnostic significance of HLA-DQ typing in patients with previous coeliac disease diagnosis based on
histology alone, Aliment Pharmacol Ther. 2006;24:1395-402.

A coeliakia hagyomanyosan a vékonybél szovettani vizsgalatdval diagnosztizadlhatd, a
szovettani eltérések (gyulladds, a bélbolyhok valtozé foku atréfidgja) azonban nem
specifikusak és a coeliakiara jellemz6 anti-TG2 antitestek hidnyaban gyakori a diagnosztikus
bizonytalansdag. A tanulmanyban vizsgdlt 70 egymast kovetden jelentkezé beteget
vizsgaltunk, akiknél a diagnodzist 2-25 évvel kordbban antitestvizsgalatok nélkdl allitottak fel,
és akik a diétdt sem mindig kovették pontosan. A HLA-DQ2 vagy DQS8 hianya helyesen
jelezte a kordbbi coeliakia diagnézis megalapozatlansagat és jol korreldlt a prospektiven
végrehajtott diagnosztikus gluten terhelés negativ eredményével. Megadllapitottuk azt is,
hogy az anti-TG2 és EMA antitestek csak a HLA-DQ2 vagy DQ8 adottsagu személyekben
termel6dtek és ezek a glutenmentes diéta felfliggesztése, Ujabb glutenbevitel hatdsara
visszaestek. Ennek megfelel6éen a HLA-DQ tipizalast a klinikai gyakorlatban nagyobb
hangsullyal és gyakrabban kellene hasznalni, kiilondsen a bizonytalan esetekben és a mar
diétaval el6kezelt betegeknél. Ebben a tanulmany megjelenése (2006) 6ta jelentGs
el6relépés tortént, s6t a HLA-DQ tipizalas a coeliakia Uj diagnosztikus kritériumrendszerében
(Husby és mtsai 2012) is helyet kapott.
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Dezséfi A, Szebeni B, Hermann CS, Kapitany A, Veres G, Sipka S, Korner A, Madacsy L, Korponay-Szabo IR,
Rajczy K, Aratd A. Frequencies of genetic polymorphisms of TLR4 and CD14 and of HLA-DQ genotypes in
children with celiac disease, type 1 diabetes mellitus, or both. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2008;47:283-7.

Tovabbi vizsgdlataink sordn a HLA DQ2 és DQ8 megoszlasdban Osszefliggést taldltunk a
klinikai manifesztaciéval 100 hosszan kovetett coeliakids, 80 diabetesben szenvedd és 47
coeliakias+diabeteses gyermek HLA tipizdlasaval. Az 1-es tipusu diabetes mellitus és
coeliakia genetikai hattere HLA és non-HLA gének tekintetében szamos atfedést mutat,
viszont DQ2 és DQ8 egylittes jelenlétében coeliakids betegeknél gyakrabban
manifesztalédik diabetes. A HLA DQ2 hordozas diabetes esetén viszont prediszpoziciét
jelent coeliakiara is, mig a csak DQ8 hordozas csak diabetesre hajlamosit. A tanulmanyban a
toll-like receptor (TLR) 4 funkciondlis polimorfizmusa (A+896G), mely a korai immunvalasz
fokozott beinditasdban jatszhat szerepet, nem mutatott Osszefliggést a coeliakia
prediszpoziéval. Vizsgdltuk a CD14 molekula C-260T minor alléljének jelenlétét is, mely
homozygota TT formaban fokozott CD14 expressziora és potencidlisan kifejezettebb
immunreakciéra és gyulladdsra hajlamosit. A diabeteses betegeknél a T allél és a TT
genotipus a normal népességhez képest ritkdbban fordult el§, mig coeliakia esetén nem tért
el a normal megoszlastél. Diabeteses betegeknél a TT el6forduldsa azonban hajlamositott a
coeliakia egylttes el6forduldsara. A HLA-DQ szerepét tovabb vizsgdlva nem taldltunk
kiilonbséget a DQ tipusok megoszldsdban a coeliakia enteralis megjelenése és dermatitis

herpetiformisszal kombinalédoé formaja kozott (Koskinen L és mtsai 2002).

Koskinen L, Romanos J, Kaukinen K, Mustalahti K, Korponay-Szab¢ |, Barisani D, Bardella MT, Ziberna F, Vatta
S, Széles G, Pocsai Z, Karell K, Haimila K, Adany R, Not T, Ventura A, Maki M, Partanen J, Wijmenga C,
Saavalainen P. Cost-effective HLA typing with tagging SNPs predicts celiac disease risk haplotypes in the
Finnish, Hungarian, and Italian populations, Immunogenetics. 2009;61:247-56.

Tekintettel arra, hogy a HLA-DQ allélek részletes tipizdldsa a jelenleg altaldnosan
hasznalatos szekvenciaspecifikus primereken alapuld PCR eljarassal 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 coeliakidra sz(irni, akik DQ2 vagy DQ haplotipusuak. Szeroldgiai tipizalas az
MHC |l tipusu alléleknél nem megbizhatd és ezért nem ajanlott. Mindenképp genetikai
meghatdrozas indokolt azért is, hogy a HLA-DQ2 altipusokat elkilonitsiik, mert a HLA
DQB1*0201 (DQ2.5 haplotipus) és *0202 (DQ2.2 haplotipus) kiilonb6z6 kockazati tényez6t
jelent. Ezért azt vizsgaltuk, hogy a coeliakia szempontjabdl fontos allélek meghatarozhatdk-e
a benniik taladlhaté jellegzetes single nukleotid polimorfizmusok (SNP) tipizadlasa alapjan.
Erre elvileg az ad lehetGséget, hogy a DR, DQA1 és DQB1 allélek linkage disequilibrium miatt
hatdrozott haplotipus blokkokban o6rokl6dnek. A vizsgdlatban Osszesen 1284 ismert,
szovettani vizsgalattal bizonyitott coeliakids beteg és 1587 nem coeliakids (normal populdcid
vagy csaladtag) személy vett részt. A vizsgalt SNP-k koziil egy a DQ2.5 haplotipust
(rs2187668), harom a DQ2.2 haplotipust (rs2395182, rs4713586, rs7775228) egy-egy pedig
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a DQ7 (rs4639334) illetve DQ8 (rs7454108) alléleket mutatja ki. A DQ2.5 jelenléte elegendd
a gliadin megfelel6 prezentacidjdhoz, de a DQ2.2. 6nmagaban nem hoz létre gliadint kotd
funkciondlis heterodimert, csak akkor, ha a masik allél DQ7, melynek A lanca (*0505)
kapcsolédik a DQ2.2 B lancaval (*0202), ezért van szikség a DQ7 kimutatasara is.
Technikailag mind a 6 SNP kozil 5 jol mikodott a Hardy-Weinberg szabalynak megfelel6
normal eloszlassal, az egyik DQ2.2 SNP tipizalasa nehézkes volt.

A magyar coeliakids betegek 97.2%-a hordozott DQ2 heterodimert (87.5% DQ2.5, 9.7%
DQ2.2/DQ7) és 2.3 % DQ8-t; nem volt olyan beteg, aki mindkettére negativ lett volna. A finn
betegek kozott a DQ2.5 aranya hasonld, 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 DQS8
hasonld volt a finnekhez. Ez megfelel annak a klinikai korlilménynek, hogy a magyar
népességben alacsonyabb a diabetes el6forduldsa, mint Finnorszagban. A magyaroknal
ritkdn olyan DQ2.2 allél fordult el6, ami inkonkluziv eredményhez (latszdlag 3 allél DQ2.2,
DQ7 és DQS8) vezetett, ezeknél minden esetben az A és B lanc nem szokvanyos tarsulasaval,
azaz csokkent disequilibriummal taldlkoztunk. Ezeknél a betegeknél latszdlag csak DQ2.2
jelenléte ellenére mas vizsgdlatok igazoltdk a teljes heterodimer jelenlétét. Ilyen esetekben
tehat tovabbra is a hagyomdanyos alléltipizalast kell elvégezni. Az SNP meghatarozdson
alapuld HLA-DQ tesztelésnek azonban sok el6nye van. Nemcsak olcsébb, hanem alkalmas
nagylétszdmu sz(irGvizsgdlat elvégzésére is automatizalt rendszerekben. A vizsgélat
megerdsitette azon kordbbi eredményt, hogy a DQ2.5 homozigdétasdg a DQ2.5
heterozigdétakhoz képest 5.5-sz6rdsre emeli a coeliakia kockazatat, mig a DQ2.2 jelenléte a
DQ2.5 mellett 3.1-szoros rizikét jelent. A veszélyeztetett csalddok utddait korai életkorban
vizsgadlva megdllapitottuk, hogy 85% hordozza a HLA DQ2 vagy DQS8 alléleket, ezért a

betegség el6rejelzéséhez feltétlen szikség van mas genetikai marker keresésére.

5.7.2 Non-HLA coeliakia gének kutatasa

Tekintettel arra, hogy a HLA-DQ2 vagy DQ8 a normal eurdpai és magyar népesség 25-30%-
anal el6fordul, jelenlétiik szlikséges feltétel, de nem elegendd a coeliakia megjelenéséhez és
a HLA markerek csak részben, mintegy 40%-ban magyardzzak meg a genetikai
fogékonysdagot. Ezért a valddi coeliakia gének kutatdsa sokkal jelentésebb a betegség pontos
okdnak felderitésében. Tekintettel arra, hogy az 6roklésmenet nagy valdszinlséggel multi-
vagy legaldbbis oligogénes és vialtozé penetrancidju, a non-HLA hajlamosité tényezék
megkozelitésére a komplex genetikai betegségeknél alkalmazott stratégiat kovettik. Az elsé
|[épésben érintett testvéreknél végzett SNP analizissel igyekeztiink azokat a kromoszéma
szakaszokat megtaldlni, melyek kozosek. A vizsgalati eredményeket kés6bb nagy, sok
érintett csalddtaggal rendelkez6 csalddokban validdltuk. A legnagyobb ilyen magyar
csalddban 10 érintett beteg volt. Ezt kovet6en az érintettnek latsz6 kromoszéma

szakaszokon s(irtibb SNP analizissel sz(kitettlink azt vizsgalva, hogy mely gén(ek)ben vagy
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haplotipusban van a kozos tulajdonsag, és ezeket transzmisszios disequilibrium analizisnek
(TDT) vetettiik ald. Ennek sordn a betegeket és sziileiket (tridkat) vizsgdlva megallapitottuk,
hogy van-e olyan allél, mely preferencialisan keriil at a betegbe, azaz van-e valamilyen
haplotipussal kapcsolatban betegségi asszociacid, és ha volt, akkor mi lehet ennek a
funkciondlis mechanizmusa. Véglil az azonositott allélek megoszldsat vizsgaltuk coeliakids
betegek és egészséges populacios kontrollok kozott. Az érdekes génszakaszok keresésére
automatikus SNP teszteléssel az 0©sszes kromoszoman random fellelhet§ SNP-k
meghatdrozasat is lehet alkalmazni (genomra terjedd aszociacids vizsgalat, GWAS).

A kutatdsi id6 alatt 1540 egységes gyakorlat szerint diagnosztizdlt magyar coelidkias
betegtél gydjtottink mintat, koztik 218 (részben tobbes) érintett testvérpartol és 232
triotdl, igy ez a beteganyag jelenleg Eurdpa egyik legnagyobb ilyen tipusu mintakészlete. A
normal magyar népességet statisztikailag reprezentald populaciés kontrollokat (n=1067) Dr
Addny Roéza professzor (Debreceni Egyetem, Népegészségiigyi Iskola) bocsatotta
rendelkezéslinkre a vizsgalatokhoz. A vizsgalatokban a Tamperei Egyetem altal gydjtott finn
mintak illetve esetenként mas mintakollekcidk is szerepeltek. Mivel az esetek egy részében a
kapcsolédas (linkage) és az asszociacié gyenge volt, jelentds volt a minél nagyobb esetszam
biztositasa a megfelel6 vizsgdlati power eléréséhez, melyet statisztikailag kalkuldltunk és

nemzetkozi kollaboracidval igyekeztiink elérni.

Koskinen LL, Korponay-Szabé IR, Viiri K, Juuti-Uusitalo K, Kaukinen K, Lindfors K, Mustalahti K, Kurppa K,
Adany R, Pocsai Z, Széles G, Einarsdottir E, Wijmenga C, Maki M, Partanen J, Kere J, Saavalainen P. Myosin
IXB gene region and gluten intolerance: linkage to coeliac disease and a putative dermatitis herpetiformis
association. J Med Genet. 2008;45:222-7.

Az érintett magyar testvérparokban jelentds egyezést taldltunk (LOD score:3.76) a 19-es
kromoszéma egy korabban mar azonositott szakaszan (van Belzen és mtsai 2003, Monsuur
és mtsai 2005) a myosin IXb gén mellett és annak egyik introndlis szakaszadn. A gluten-
szenzitivitds dermatitis herpetiformisként megjelené formajaban nemcsak linkage-t, hanem
asszociaciot is kimutattunk a minor alléllel, ahol az AGAA rizikd-haplotipus a TDT elemzés
szerint preferencialisan 6rokl6dott. A IX-es myosin egy ritka motoros protein, melynek a
transcellularis transzportban és a sejtmotilitdsban lehet szerepe, valamint feltételezik
szerepét a vékonybél barrier funkcidjaban is. Mivel ez a polimorfizmus nem véltoztatja meg
a fehérjét koédolé szekvenciat, azt vizsgdltuk, hogy lehet-e szerepe az expresszio
szabdlyozasaban, de az eredmények ezt nem tdmogattak. A SNP felbontas finomitdsa utani
eredmények megerdsitik a 19p13 régid szerepét, de inkdbb arra utalnak, hogy ezért esetleg
a myosin IXb kozelében |évé mdsik gén is felel6s lehet. Az értékelést nekeziti, hogy az
azonos haploblokkban |évé tobbi gén 6roklGdése eleve hasonlod.

Papp M, Féldi I, Nemes E, Udvardy M, Harsfalvi J, Altorjay I, Maté |, Dinya T, Varvélgyi C, Barta Z, Veres G,
Lakatos PL, Tumpek J, Toth L, Szathmari E, Kapitany A, Gyetvai A, Korponay-Szabé IR. Haptoglobin

polymorphism: a novel genetic risk factor for celiac disease development and its clinical manifestations. Clin
Chem. 2008;54:697-704.
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Uj asszocidciét irtunk le a haptoglobin polimorfizmussal. 712 biopszidval igazolt magyar
coeliakias beteg és 384 egészséges kontroll vizsgdlataval 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 befolyasolja,
Osszefliggést mutattunk ki a prezentdacios tiinetekkel. A haptoglobin els6dleges funkcidja a
hemoglobin eltakaritdsa a lebomlé vorosvérsejtekbdl, de emellett jelent6s
gyulladdscsokkentd és immunmodulald hatdssal is rendelkezik. A 2-2 genotipus gyakoribb
egyes mas betegségekben, koztik diabetes mellitusban. Coeliakidban a 2-2 genotipus
ritkdbb mint a normal népességben, de azoknal a coeliakidsoknal, akik 2-2 tipusuak, a
lefolyas sulyosabb, gyakrabban fordul el6 sulyos malabszorpcié. A 2-1 heterozigdtasag
viszont jelent8s asszocidcidt mutat a coeliakia megjelenésével, mely az enyhe tiinetekkel és
silent formaban megjelend coeliakidra is jellemzS. Erdekes, hogy miért jelenthet egy
heterozigbasag mas kockazatot, mint a két komponensre vonatkozd homozigdtasag. A
haptoglobin 2 alegység kombinanciéjabadl jon létre. A béta lanc azonos, a polimorfizmust az
alfa lanc részleges duplikaciéja okozza. Ennek kovetkeztében az alfa2 két kot6hellyel
rendelkezik a béta lanc szdmdra. Az 1-1 genotipus esetén létrejové alfalbeta molekuldk kis
dimereket képeznek. Mivel az alfa2 két béta lanccal képes kapcsolddni, a 2-2 genotipusu
személyeknél kilonb6z6 méretld gylrlds komplexek alakulnak ki. Mivel a 2-1
heterozigétaknal alfal és alfa2 is termelédik, a komplexek bonyolult eldagazddé, linearis
szerkezetet vesznek fel. Ezeknek a molekuldknak a bioldgiai tulajdonsagai eltérék. A
haptoglobin el6segiti a T-helper 1 tulsulyt, valamint a CD163-n keresztil IL-10 képz6dést valt
ki, mely gyulladascsokkenté hatdsu. Ez a hatas kisebb a 2-2 fenotipus esetén, mely
magyarazhatja az ebben csoportban észlelt silyosabb klinikai coeliakia manifesztaciot. A
cikk megjelenését kovetben egy fliggetlen USA kutatécsoport kimutatta, hogy a vékonybél
permeabilitdsaban kulcsszerepet jatszé és a coeliakia kezdetén jelentG6sen fokozodéd
expresszioju zonulin azonos a pre-haptoglobin 2 molekuldval (Tripathi és mtsai 2009), és igy

a genetikai eredmény coeliakidra vonatkozo relevanciajat alatdmasztotta.

Koskinen LL, Einarsdottir E, Dukes E, Heap GA, Dubois P, Korponay-Szabo IR, Kaukinen K, Kurppa K, Ziberna
F, Vatta S, Not T, Ventura A, Sistonen P, Adény R, Pocsai Z, Széles G, Maki M, Kere J, Wijmenga C, van Heel
DA, Saavalainen P. Association study of the IL18RAP locus in three European populations with coeliac disease.
Hum Mol Genet. 2009;18:1148-55.

Jelent8s asszociacié és linkage igazolddott a magyar betegeknél a 2g12 régidban |évé
interleukin 18 receptor asszocidlt protein (ILL8RAP) tekintetében is (odds ratio 1.48,
p=0.0012). Funkciondlis vizsgdlatok és western blot analizis fehérvérsejtekben a rs917997
helyen AA and AG rizikd alléleket hordozoknal egy rovidebb 37 kDa izoforma fokozott, a
teljes hosszi 70kDa korili protein csokkent expresszidjat mutattdk. Az IL18RAP a
vékonybélben immunhisztokémiailag is kimutathatd volt, de az egyes genotipusokkal

Osszefligg6 valtozdst nem mutatott. Az eredményeket tovabb elemezve és 6sszehasonlitva
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az egyéb orszdgokban talalt eredményekkel, az asszociacié a magyaroknal jelent6sebb volt,
mint mas orszdgok coeliakids betegei kozott (kivéve a hollandokat). Az olasz és finn
betegcsoportokban nem is lehetett az asszociaciot igazolni, ami arra hivja fel a figyelmet,
egyes orszagokban a genetikai hajlamosité tényez6k eltérést mutathatnak (11. tadblazat).
Masrészt az egyes eltérések kimutathatdsagaban a mintaszam is szerepet jatszhat. Ez a
vizsgdlat 1638 coeliakids és 1385 kontroll beteggel tortént. Egy kés6bbi genome-wide
screening soran (Dubois és mtsai 2010), ahol 9451 coeliakids beteget és 16434 kontrollt
vizsgaltunk, az ILI8RAP locus nagyon szignifikans asszocidciét mutatott (p=2.98x1072%). Ez
mégis megerdsiti az ILI8RAP jelentGségét, mely feltehet6en az immunvalasz modulalasa
révén valdésul meg. Ebben a vizsgdlatban is magas volt a magyar alcsoportban az

elemszammal aranyos asszociacié (p=10"°).

11. tablazat. Az IL18RAP asszociacié meta-analizise kiilénbdzé népességekben

Orszag Kozlemény Betegszam p érték
Egyesilt Kiralysag! Van Heel 2007 2189 9.1x10-5
Egyesiilt Kiralysag? Hunt 2008 2275 0.0048
Hollandia Hunt 2008 1396 3.63x10-6
irorszag Hunt 2008 1369 0.55
Olaszorszag Romanos 2008 1062 0.35
Olaszorszag* Koskinen L 2009 424 0.78
Finnorszag* Koskinen L 2009 1534 0.092
Magyarorszag* Koskinen L 2009 1036 0.0011
Osszesitett értékek 11285 1.89x10-1

1: elsé genom-asszocidcios vizsgdlat, 2: mdsodik genom-asszocidcios vizsgdlat,, *sajdt tanulmdny

Koskinen LL, Einarsdottir E, Korponay-Szab¢ IR, Kurppa K, Kaukinen K, Sistonen P, Pocsai Z, Széles G, Adény
R, M&ki M, Kere J, Saavalainen P. Fine mapping of the CELIAC2 locus on chromosome 5931-q33 in the Finnish
and Hungarian populations. Tissue Antigens. 2009;74:408-16.

A magyar testvérpdrok analizise alapjan a 19p13 szakasz utdn az 5g31-33 adta a
legmagasabb linkage értékeket, ezért ezt a szakaszt részletesebben is megvizsgaltuk 374
magyar és 277 finn calddban. Az 5g szakaszokkal kordbban olasz, skandindv és ir betegekben
is taldltak 6sszefliggést. S(irlibb eloszladsu, 56 microsatellite és SNP marker alkalmazasaval az
asszociacio tovabbra is jelent6s maradt és észlelhets volt nemcsak a testvérekben, hanem
multiplexen érintett csalddokban is, de mas génekkel kapcsolddott a finnekben (FGF1,
STK32A, SLC36A2) mint a magyarokban (IL3 és TGFBI, 56. dbra). Az 5q 31-33 régié szamos
immunreakcidval kapcsolatos gént tartalmaz és mas tanulmanyokban asszociacidot mutatott
mas olyan gyulladdsos és immunoldgiai betegségekkel is, mint a Crohn betegség, psoriasis,
1-es tipusu diabetes mellitus és asthma, de egyikben sem sikeriilt ezt egyedi génekhez kotni.
Erre arra hivja fel a figyelmet, hogy a gyulladasos reakciéra valé fokozott hajlam mindegyik

szempontjabol fontos lehet, de az adottsag betegenként eltérhet.
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56. abra. Az 5q 31-33 régio vizsgalt asszociacidinak eloszlasa a finn és magyar multiplex csaladokban eltérd

Z mean
:

Haimila K, Einarsdottir E, de Kauwe A, Koskinen LL, Pan-Hammarstrém Q, Kaartinen T, Kurppa K, Ziberna F,
Not T,Vatta S, Ventura A, Korponay-Szab¢d IR, Adany R, Pocsai Z, Széles G, Dukes E, Kaukinen K, Maki M,
Koskinen S, Partanen J, Hammarstrom L, Saavalainen P. The shared CTLA4-ICOS risk locus in celiac disease,
IgA deficiency and common variable immunodeficiency. Genes Immun. 2009;10:151-61.

Einarsdottir E, Bevova MR, Zhernakova A, Monsuur A, Koskinen LL, Slot RV,Mulder C, Mearin ML, Korponay-
Szabd IR, Kaukinen K, Kurppa K, Kere J, Maki M, Wijmenga C, Saavalainen P. Multiple independent variants in
6g21-22 associated with susceptibility to celiac disease in the Dutch, Finnish and Hungarian populations. Eur J
Hum Genet. 2011;19:682-6

Einarsdottir E, Koskinen LL, Dukes E, Kainu K, Suomela S, Lappalainen M, Ziberna F, Korponay-Szabo IR,
Kurppa K, Kaukinen K, Adany R, Pocsai Z, Széles G, Farkkila M, Turunen U, Halme L, Paavola-Sakki P, Not T,
Vatta S, Ventura A, Léfberg R, Torkvist L, Bresso F, Halfvarson J, Maki M, Kontula K, Saarialho-Kere U, Kere J,
D'Amato M, Saavalainen P. IL23R in the Swedish, Finnish, Hungarian and Italian populations: association with
IBD and psoriasis, and linkage to celiac disease. BMC Med Genet. 2009;10:8.

Sareneva |, Koskinen LL, Korponay-Szabd IR, Kaukinen K, Kurppa K, Ziberna F,Vatta S, Not T, Ventura A,
Adany R, Pocsai Z, Széles G, Maki M, Saavalainen P, Einarsdottir E. Linkage and association study of
FcgammaR polymorphisms in celiac disease. Tissue Antigens. 2009;73:54-8.

Tovabbi kiegészit6é vizsgalatokban is nagyszdmu magyar beteget és érintett csaladot
vizsgdltunk (>400 csaldd), de a 2933 regidban, ahol tovabbi antigénprezentacidban
immunolégiailag fontos gének (ICOS, CTLA) voltak a finn populdciéban, a magyaroknal nem
volt semmilyen asszociacio. A 6g21-22 regioban is sokkal szerényebb eltérések mutatkoztak,
mint a finneknél vagy a hollandoknal, akiknél szdmos Uj gén-asszociacidot mutattunk ki
(HACE1, PREP, GJA1, CX43, RWDD1). Az IL23 ugyan Osszefliggott a coeliakia kialakulasaval,
de nem a magyar népességben, az Fcgamma receptorral polimorfizmussal pedig egyik
vizsgalt orszagban (Svédorszag, Finnorszag, Magyarorszag, Olaszorszag) sem volt kapcsolat.

Vizsgdltuk még a calreticulin gént, de nem volt eltérés.

Dubois PC, Trynka G, Franke L, Hunt KA, Romanos J, Curtotti A, Zhernakova A, Heap GA, Adény R, Aromaa A,
Bardella MT, van den Berg LH, Bockett NA, de la Concha EG, Dema B, Fehrmann RS, Fernandez-Arquero M,
Fiatal S, Grandone E, Green PM, Groen HJ, Gwilliam R, Houwen RH, Hunt SE, Kaukinen K, Kelleher D,
Korponay-Szabd IR, Kurppa K, MacMathuna P, Maki M, Mazzilli MC, McCann OT, Mearin ML, Mein CA, Mirza
MM, Mistry V, Mora B, Morley KI, Mulder CJ, Murray JA, Nufiez C, Oosterom E, Ophoff RA, Polanco I, Peltonen
L, Platteel M, Rybak A, Salomaa V, Schweizer JJ, Sperandeo MP, Tack GJ, Turner G, Veldink JH, Verbeek WH,
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Weersma RK, Wolters VM, Urcelay E, Cukrowska B, Greco L, Neuhausen SL, McManus R, Barisani D, Deloukas
P, Barrett JC, Saavalainen P, Wijmenga C, van Heel DA. Multiple common variants for celiac disease influencing
immune gene expression. Nat Genet. 2010;42:295-302.

Mivel feltehet6 volt, hogy egyes finomabb hajlamosité gének identifikdlasdra a nagy
esetszamok ellenére nincs megfelel6 statisztikai power az egyes nemzeti
mintakollekcidékban, ujabb coeliakia gének felismeréséhez nemzetkozi kollaboracioban még
egy, van Heel és mtsai 2007, Hunt és mtsai 2008 utdn a sorrendben harmadik coeliakidra
iranyuld nagyvolumend teljes genomra kiterjed6 associaciés tanulmdanyra (GWAS) is sor
keriilt; ebben el6szor vettek részt magyar betegek is. A vizsgalatban Osszesen 25885
személy mintdja (9451 igazolt coeliakias beteg, kdztiik 965 magyar és 16464 kontroll, kdztik
1067 magyar) szerepelt. A vizsgdlt magyarok mind egymastél fliggetlen csalddokbol
szarmaztak, a multiplex érintettség( csalddokbdl csak egy-egy beteg vett részt. lllumina 670-
QuadCustom_v1 és Golden Gate automatizalt tesztrendszerrel el6bb 292387, majd ujabb
231362 random SNP markert vizsgaltak az autoszomadlis kromoszémakon és az X
kromoszéman, a betegek mintegy felében. A legmagasabb talalati ardnyt jelz6 113
megfeleléen mikodé SNP-t tesztelték tovabb a tobbi betegen, mint verifikacids
csoportokban. A magyarokat a verifikdcios csoportban hasznaltak fel. A 3. GWAS eredménye
megerGsitette a HLA-DQ szerepét és 13 kordabban mar leirt hely/géncsoport jelentdségét
(RGS1, IL12A, LPP, REL/AHS, IL18RAP, ITGA4, CTLA/ICOS, CCR3/CCR1,2,5,9, IL2/IL21,
TNFAIP3, TAGAP, SH2B3, PTPN2). A magyarokndl a legjelentGsebb kapcsolat az IL12A és LPP
génekkel volt (12. tablazat).

Mindezek mellett 13 Uj szignifikdns (<5x10®) génasszociaciot talaltunk: TNFRSF14/MMELL,
RUNX3, PLEK, CCR4, CD80, KTELC1, BACH2/MAP3K7, PTPRK, THEMIS, ZMIZ1, ICOSLG, ETS1,
CIITA/SOCS1/CLEC16A valamint 2, egyel6re nem azonositott génhez kotéd6 hely. Tovabbi
13 hely 10°® korili szignifikanciat mutatott, koztiik a CD247, FASLG/TNFSF18/TNFSF4, IRF4,
TLR7/TLR8, TNFRSF9 and YDJC.

Ezek kozul a magyaroknal a BACH2/MAP3K7 hely adta a legmagasabb asszociacids értéket.
Az Ujonnan felismert hajlamositd gének jelentGs része az immunrendszer mikodését illetve
a T limfocitak érési folyamatait befolyasolja. Ezek koziil kiemelked6en fontosnak latszik a
coeliakia szempontjabdél a THEMIS és a RUNX. Mdas polimorfizmusok a virus DNS-ek
felismerését végzd toll-like receptorok miikodését (TLR7 és TLR8), a T- és B limfocitak
kooperaciéjat (TNFRSF14, TNFRSF9, TNFSF4, CD80, ICOSLG, CTLA4/ICOS/CD28) illetve
cytokineket (CCR4) érintik. A BACH2 a B-limfocitakban az immunglobulin class-switch soran
jatszik szerepet, mint transzkripcids faktor. A magyarokndl az elemszamhoz képesti jéval

kifejezettebb statisztikai szignifikancia talan abbdl adédik, hogy az 6sszes magyar
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coeliakiads résztvevé EMA/anti-TG2 antitest pozitiv volt, mig a tobbi orszagban csupan a

vékonybélbiopszia lelete alapjan is keriiltek be betegek a vizsgalatba.

12

tablazat.

A genom-asszociacios vizsgalatban szignifikansnak talalt SNP asszociaciok a magyar

népességben kromoszoémak szerinti sorrendben (az Ujonnan leirt genetikai markerek vastag szedéssel)
Kr | Pozicié SNP Minor | Minor P Kombinalt p Gén-asszociacié
allél | allél GWAS Magyarok
Frekv. 9451CD, 965CD,
16434 1067
kontroll kontroll

1 190803436 | rs2816316 0.160 2.20x10-7 | 0.1 RGS1
2 | 61040333 rs13003464 0.401 3.71 x 10-13 0.003 REL, AHSA2
2 | 102437000 | rs917997 A 0.236 1.11 x 10-15 0.00025 | IL18RAP,IL18R1,

ILTRL1, ILTRL2
2 181704290 | rs13010713 G 0.448 4.74 x 10-1 0.05 ITGA4, UBE2E3
2 | 204510823 | rs4675374 0.223 5.79 x 109 0.01 CTLA4, ICOS, CD28
3 | 46210205 rs13098911 A 0.097 3.26 x 10-17 | 0.00011 CCR1,CCR2,CCRL2,

CCR3,CCR5, CCR9
3 161147744 | rs17810546 G 0.125 3.98 x 10-28 10-6 IL12A
3 ] 189595248 | rs1464510 A 0.485 2.98 x 10-40 | 0.00022 | LPP
4 | 123334952 | rs13151961 G 0.142 2.18x10-27 | 0.01 IL2, IL21
6 | 32713862 rs2187668 A 0.258 <10-50 10-149 HLA-DQAT1, DQBI
6 | 138014761 | rs2327832 G 0.216 4.46 x 10-19 | 0.05 TNFAIP3
6 | 159385965 | rs1738074 A 0.434 2.94 x 10-15 0.004 TAGAP
12 | 110492139 | rs653178 G 0.495 7.15 x10-21 0.12 SH2B3
18 | 12799340 rs1893217 G 0.165 2.52x10-10 | 0.06 PTPN2
1 2516606 rs3748816 G 0.339 3.28 x 109 0.25 TNFRSF14, MMEL1
1 25176163 rs10903122 | A 0.480 1.73 x10-10 | 0.06 RUNX3
1 199158760 | rs296547 A 0.357 4.11 x 109 0.006 ?
2 | 68452459 rs17035378 | G 0.278 7.79 x 10-9 0.009 PLEK
3 132990473 rs13314993 C 0.464 3.27 x 10-9 0.003 CCR4
3 1120601486 | rs11712165 C 0.394 8.03 x 10-9 0.34 CD80, KTELC1
6 | 90983333 rs10806425 | A 0.397 3.89 x 10-10 5x10-5 BACH2, MAP3K?7
6 | 128320491 | rs802734 G 0.311 2.62 x10-14 | 0.009 PTPRK, THEMIS
8 | 129333771 | rs9792269 G 0.238 3.28 x 10-9 0.16 ?
10 | 80728033 rs1250552 G 0.466 9.09 x 10-10 | 0.25 ZMIZ1
11 [ 127886184 | rs11221332 | A 0.237 5.28 x 10-16 | 0.009 ETS1
16 | 11311394 rs12928822 | A 0.161 3.12x10-8 0.029 CIITA,SOCS1,CLEC16A
21 | 44471849 rs4819388 A 0.280 2.46 x 10-9 0.10 ICOSLG

Odds ratio: HLA-DQ 6.23, IL12A 1.36, LPP 1.29, a t6bbi gén 0.80-1.23 kbzott
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leirtak. Jelenleg a CCR4, CD80, ITGA4, LPP, PLEK, RUNX3 and THEMIS génvariacidok azonban
csak a coeliakidhoz kapcsoléddnak latszanak.

Mivel a kimutatott polimorfizmusok csak 4 esetben jartak aminosavcserével a megfelel§
fehérjében (rs3748816/MMEL1, rs3816281/PLEK, rs196432/RUNX3, rs3184504/SH2B3),
tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy a génvaridciék hatdsa hogyan
valdsul meg. Egyik lehetséges hatdasuk a génexpresszido valtozasa lehet. Genome-wide
leukocyta-expresszids adatok kvantitativ értékelése alapjan (eQTL) a variacidk kozel felénél
kimutathatd a kornyez6 gének expresszidjaban valtozas. A polimorfizmusok énmagukban
csak kevéssé emelték meg a coeliakia kockazatat (odds: 0.8-1.36) kozott, s6t 6sszességben is
taldn a genetikai rizikd mintegy 20%-aért lehetnek felelések. Ez arra hivja fel a figyelmet,
hogy a coeliakiat vagy els6sorban kornyezeti tényez6k provokaljdk vagy a még ismeretlen
genetikai eltérés a SNP-k kozotti terlileten van és csak szekvenaldssal talalhaté meg.
Valéjadban a monogénes betegségek tobbségének okat néhany reprezentativ csalddfa
alapjan azonositottak, a coeliakia esetén azonban komplikdja a helyzetet, hogy legalabb két
(DQ+egyéb) vagy tobb gén okozhatja az eltérést. Az is lehetséges, hogy egyes csalddokban
mas és mas gének felel6sek a betegség megjelenéséért, ezért ezek a nagy esetszamu

vizsgdlatokban kiegyenlithetik egymast.

Einarsdottir E, Koskinen LL, de Kauwe AL, Dukes E, Mustalahti K, Balogh M, Korponay-Szabd IR, Kaukinen K,
Kurppa K, Adany R, Pocsai Z, Széles G, Maki M, Kere J, Saavalainen P. Genome-wide analysis of extended
pedigrees confirms IL2-1L21 linkage and shows additional regions of interest potentially influencing coeliac
disease risk. Tissue Antigens. 2011;78:428-37.

Ezért jobb eredményt adhat néhdny nagy reprezentativ csaldd vizsgalata, ahol tobb
generacidban sok érintett személy van. Ezért egy népes finn és egy magyar csalad (57. abra)
részletes, genom-asszociacios vizsgalatat végeztilk el 50K Affymetrix GeneChip (58960
marker), majd a jellemz6 kromoszéma szakaszokon egy erre a célra egyedileg kialakitott

llumina Infinium Immunochip segitségével, mely 196514 marker vizsgdlatat foglalta

T
d) |

o WOONEL®
57. abra. A genom-assziociacios vizsgalatokhoz hasznalt magyar csalad. Piros jeldli a biopsziaval diagnosztizalt

coeliakias betegeket, fehér a vérvizsgalat alapjan negativakat. A szlrke (a masik csaladban kék) szinnel jel6lt
személyek fenotipusa nem ismert. A coeliakias betegek mind pozitivak voltak EMA és anti-TG2 ellenanyagokra.

magaban.
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Mindkét csalddban 10 coeliakias beteg volt, a magyar csalddban ezek kozil egy az index
betegnek (nyil) csak anyai dgon rokona (6t nem vizsgdltak). Az 50K chip adatai kozil 40978,
az immunochip adatai kozul 178898 génpolimorfizmust lehetett értékelni, az azonos
haploblokkban |év6k kizardsa utan 10281 marker illetve 36333 marker adatait analizaltuk
linkage és asszociacié szempontjabdl. A finn csalddban a HLA-DQ régid asszociaciot
mutatott, a magyarban — annak ellenére, hogy minden érintett csalddtag hordozott legaldbb
egy DQ2 allélt — nem volt asszociacié. Ennek oka az lehet, hogy a magyar csalddban tobb
HLA-DQ2 allél is el6fordult, melyek kilonboz6képpen szegregalddtak az érintett
betegekben. A 4q régid, mely a KIA1109/TENR/IL2/IL21 géneket tartalmazza kapcsolatot
mutatott a coeliakidval mindkét csaladban, ezért az els6 GWAS (van Heel és mtsai 2007)
soran itt mar felismert 4 SNP-t nagyobb eset-kontroll anyagon is megvizsgaltuk (467 finn
coeliakias, 388 finn kontroll, 395 magyar coeliakids, 450 magyar kontroll), valamint
megmeértiik periférias limfocitak IL2 és IL21 termelését a jellegzetes haplotipusokban. Az
IL21 termelés magasabb volt a coeliakidsokban, de az IL2 termelés nem, és egyiknél sem volt
Osszefliggés az IL szint és a 4 eredeti SNP genotipus ko6zott. Viszont a finn csalddban egy
ritka haplotipus fordult el, mely minden érintettben megjelent (részben az eredeti rizikd
haplotipus mellett), mig a magyaroknal mindenki a rizikd haplotipust mutatta homozigota
formaban. A 6q, 7p és 17g kromoszéma szakaszokon is voltak egymast atfedd asszociacidk
az 50K vizsgalatnal, de ezek kozll a 7p szakaszt az immunchip vizsgdlattal nem lehetett
megerdsiteni. A 17q egy része az immunchip vizsgdlatnal is asszocidciot mutatott, de fGként

a finneknél. A vizsgdlat adatait tovabbi magyar csalddokon tovabb vizsgaljuk.

Genetikai vizsgalataink alapjan a coeliakia genetikai hattere a kovetkez6kben Osszegezhetd:
A genetikai hattér nagy valdszinliséggel poligénes. A populacidéban jelentds szamu variacio
fordul el6 az immunrendszer m(ikodését kddolé és a bélrendszert permeabilitdsat
szabdlyozd génekben. Ezek hajlamositd alléljeinek egyiittes jelenléte esetén nagyobb az
esély arra, hogy a gliadin behatoldsa (MYOIXb) illetve feldolgozasa (THEMIS, RUNX) koros,
vagy a szokadsosndl nagyobb immunreakcidval jar (IL2/IL21, IL18RAP, CCR, TNF és
haptoglobin variaciék). Amennyiben az ilyen egyedek HLA-DQ2-t vagy DQ8-t is hordoznak,
lehet6ség van a gliadin kdros felismerésére és az autoimmun reakcié megindulasara,
melyben virusok (TLR aktivalédas), vagy mas kornyezeti tényezG6k is szerepet jatszhatnak. A
nagyszamu polimorfizmus magyarazhatja a coeliakia tineteinek sokszinliségét, melyek az
életveszélyes malabszorpciétél a tlinetmentes allapotig terjedhetnek, és el6fordulhat
szamos kiilonb6z6 egyéb szervrendszer érintettsége is. Ugyanezeket a genetikai markereket
és a késGbbi klinikai manifesztaciot a 2007-ban indult coeliakia prevencids vizsgdlatban
sziletéstdl kovetett 1344 eurdpai (186 magyar) gyermekben is vizsgaltuk, ahol hasonld
eredményt kaptunk. A vizsgdlat prospektiv, a végleges eredmények 2013-ban, 4-6 éves

korban varhatok, mert ebben az életkorban legvaldsziniibb a coeliakia kialakuldsa.
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5.8. A coeliakia uj diagnosztikus kritériumai és terapias lehetoségei

A coeliakia diagnosztikus kritériumai az ESGPHAN 4altal 1990-ben megfogalmazott formdaban
tobb mint 20 évig valtozatlanok voltak (Walker-Smith és mtsai 1990) és csak akkor lehetett
kimondani a diagndzist, ha szovettani vizsgalat tortént és az igazolta vékonybélbolyhok
sulyos morfoldgiai kdrosoddsat. Az antitest vizsgalatok sikere, javuld technikai feltételei és
megbizhatdsdga azonban az utdbbi években megkérdbjelezte az invaziv biopszids vizsgalat
szikségességét, f6ként a gyermekeknél, mert az endoszkdpia elvégzése altaldban altatast,
kdrhazi koriilményeket igényel. Ugyanakkor szamos tanulmany arrél is beszamolt, hogy a
szovettani értékelés nem mentes technikai nehézségektdl és tévedésektdl (Collin és mtsai
2005, Corazza és mtsai 2007) és hogy a latszolag negativ vékonybél szovettani eredmény
ellenére is lehetnek gluten-dependens klinikai tinetek (Kaukinen és mtsai 2001), mas
szervekben lehet betegség (Hadjivassiliou és mtsai 1998, 2002) vagy késSbb mégis
vékonybélkarosodas alakulhat ki (Kurppa és mtsai 2009).

5.8.1. A boholykdrosodas el6rejelzése a szérum antitest értékek alapjan

Dahlbom |, Korponay-Szabo IR (megosztott elsé szerz8), Kovacs JB, Szalai Z, Maki M, Hansson T. Prediction of
clinical and mucosal severity of coeliac disease and dermatitis herpetiformis by quantification of IgA/IgG serum
antibodies to tissue transglutaminase. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010;50:140-6.

Mivel a szérumban jelen |év6é anti-TG2 nem minden esetben tarsul manifeszt
vékonybélkarosodassal, azt vizsgaltuk 304 gluten-érzékeny és 131 kontroll betegnél, hogy a
vékonybél boholyszerkezetének atéplilése mutat-e Osszefliggést az antitestek
szérumkoncentracidjaval. A vizsgalatban kiilonb6z6 klinikai megjelenési formakkal
jelentkez6 betegek (korai malabszorpcid, enyhe gyermekkori tiinetek, felnéttkori diagnozis,
b6rmanifesztacid) vettek részt, akiknek a szérum 06ssz IgA szintje normalis volt. A pontosabb
elemzés érdekében 134 dermatitis herpetiformisban szenvedé beteget vizsgaltunk, akiknél a
diagndzist a vékonybél szovettani eredménytdl fliggetlen pozitiv b6rbiopszids vizsgalat (IgA
csapadék a dermdlis papilldkban) biztositotta, és a diagndzis akkor is felallithatd volt, ha a
vékonybél szerkezet megtartott vagy csak enyhén kdrosodott volt (coeliakia esetén ilyenkor
nem lehet a diagnodzist véglegesiteni). A vizsgalat soran megmértiik a szérum IgA és IgG EMA
titereket, és az anti-TG2 antitestek szérumszintjét a Celikey™ teszt és 6 pontos kalibracios
gorbe alkalmazdsaval, mely a koncentraciéval ardnyos értékeket eredmeényez.
Megallapitottuk, hogy a gyartd javaslataval ellentétben (5-8 U/ml) a teszt optimalis
diagnosztikus cut-off értéke alacsonyabb, 2-3 U/ml k6zo6tt van, és itt mar észlelhetd lehet
EMA pozitivitds is. A szérumszintek mind az IgA, mind az 1gG anti-TG2 esetén korrelaciét
mutattak a boholyatréfia sulyossagaval, a boholy/kripta arannyal és a szérum EMA
szintekkel. Az 1gG anti-TG2 értékek korrelaciot mutattak a klinikai allapot sulyossagaval is:
magas szérum antitest szintek gyakrabban fordultak el6 a korai gyermekkorban, sulyos

malabszorpcié képében megjelend kdérformanal. Tekintettel arra, hogy felnStteknél (Hill és
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mtsai 2008) azt talaltak, hogy a Celikey teszt 30 U/ml feletti eredményei gyakorlatilag
minden esetben Marsh Il vagy anndl sulyosabb boholykarosodassal jarnak, eredményeinket
ennél az értéknél is elemeztiik. Sajat vizsgalatunkban azoban a Marsh IlIA-C kdrosodasra
vonatkozo korrelaciét vettik figyelembe, mivel a tanulmany idején érvényes diagnosztikus
kritériumok legaldbb Marsh Il (A-C) vékonybélkarosodast tekintettek csak diagnosztikus
értékiinek. A magas IgA (>30 U/ml) és 1gG (>15 U/ml) szérum anti-TG2 szint egyittes
fennalldsa 99% pozitiv prediktiv értéket mutatott a Marsh |ll vékonybélkarosodas
fennalldsara (58. abra). Vizsgalataink alapjan a szérum antitestek quantitativ mérése
megkonnyitheti a coeliakia neminvaziv diagndzisanak bevezetését, kilondsen akkor, ha az
IgG antitestek mérése is megtorténik.
A B
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58. abra. A szérum IgA anti-TG2 szint 6sszefliggése a boholyatréfia mértékével 127 dermatitis herpetiformisban
szenvedd betegnél (A) és az IgA-IgG antitestmérési eredmények pozitiv prediktiv értéke 304 gluten-érzékeny és
131 kontroll betegnél (B). A B dbran az ures kérdk a Marsh 1l karosodast, a témor kérdk az ennél enyhébb vagy
normalis szbvettani eredményeket jeldlik. 0-5: a szdvettani karosodas beosztasa a boholy/kripta arany alapjan
(0: 3 felett, 1:1.5-3, 2:1-1.5, 3:0.3-1, 4:0.1-0.3, 5: 0.1 alatt).

2007-ben az ESPGHAN egy munkacsoportot hozott |étre annak vizsgalatara, hogy a publikalt
bizonyitékok elegend6k-e a diagnosztikus kritériumok reformjdhoz a gyermekkoru
betegeknél. A munkacsoport 14, a coeliakidval kapcsolatok kérdésekben jartas eurdpai
gyermekgasztroenterolégus szakért6bdl allt, akiknek munkajat 2 epidemiolégus valamint az
eurdpai coeliakia egyesiletek szovetsége daltal delegdlt képvisel§ segitette. A munkacsoport
munkajaban az antitest vizsgalatok értékeléséért felel6sként vettem részt. Az ESPGHAN
munkacsoport elemezte az irodalmat, mely a 2004-ben végzett, National Institure of Health
altal készitett (ARHQ) felmérés dta Osszegylilt, valamint kérdGives felmérést készitett az
eurdpai gyermek-gasztroenterolégusok jelen diagnosztikus gyakorlatarél. Ezt kovetSen
konszenzus és szavazds utjan a diagnosztikus eszkoézokre (klinikai jelek, HLA tipizalas,
antitestek, szovettani vizsgalat) vonatkozd megallapitdsok és ajanlasok kialakitasaval uj

diagnosztikus iranyelveket javasolt, melyek 2011 decemberében jelentek meg.
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5.8.2. Az antitestvizsgalatok megbizhatésaganak meta-analizise

Giersiepen K, Lelgemann M, Stuhldreher N, Ronfani L, Husby S, Koletzko S, Korponay-Szab¢ IR; ESPGHAN
Working Group on Coeliac Disease Diagnosis. Accuracy of diagnostic antibody tests for coeliac disease in
children: summary of an evidence report. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2012;54:229-41

Szisztematikus kereséssel 6sszegydjtottik a 2004. janudr 1. — 2009. szeptember 30. kozott
megjelent irodalmi adatokat és azokat metaanalizissel értékeltik. A vizsgalatban a kiilonféle
coeliakia szérum antitest eredmények (hagyomanyos gladin antitest, deamidalt gliadin elleni
antitest, anti-TG2 és a hagyomanyos un. anti-endomysium antitest) diagnosztikus prediktiv
értékét elemeztiik, olyan tanulmanyok alapjan, ahol a coeliakia diagndzisat klinikai tinetek
miatt vizsgdlt gyermekeknél a vékonybél szovettani vizsgalatdval Aallitottak fel. Egy
haromlépcsGs keresési algoritmus szerint kizartuk azokat a tanulmanyokat, ahol a
betegeknél nem volt szovettani vizsgalat vagy annak eredményét részletesen nem adtak
meg, és ahol a diagndzisban az antitestek valamelyikének pozitivitasat is figyelembe vették.
Kizarasra keriiltek tovdbba nem angol nyelvl vagy teljes szovegként hozza nem férhet6
cikkek, a csak felnGttekrél szold kozlemények, azok, ahol nem tiinetes vagy mar kezelt
betegeket vizsgaltak (szlrés) vagy a vizsgalat célja nem a diagndzis volt, és ahol csak hazi,
kereskedelemben nem kaphatd mddszerekkel hataroztdk meg az antitesteket. Azokat a
tanulmanyokat is ki kellett zarni, ahol nem lehetett az adatok hidnya miatt kiszamitani a
vizsgalt antitest eljards szenzitivitasat, specificitasat, pozitiv és negativ prediktiv értékét és a
valdszinlségi hanyadosokat (LR+ és LR- pozitiv és negativ likelihood ratio, DOR = LR+/LR-,
diagnosztikus odds ratio). Az els6 keresést a MEDLINE és EMBASE adatbdzisokban a Trieszti
és Odense-i Egyetemen végezték. A kezdetben azonositott 2598 absztraktbdl 316-nél nézték
at a teljes szoveget és 87 kerlilt részletes vizsgalatra. A kizarasi feltételek teljesiilése utan 80
antitestvizsgalati adatsort tudtunk részletesen elemezni (16 kdzlemény), mely 3110 beteg
(1876 biopszidval igazolt coeliakids és 1234 nem coeliakids) adatait foglalta magdban. A
diagndézis szempontjabdl legjelentGsebb paraméter, a specificitds tekintetében az
endomysium antitest volt a legmegbizhatdobb (98.2%), mely az anti-TG2 antitestek
specidlisan coeliakidra jellemz6 formdjat mutatja ki. Az anti-TG2 értékek is jo diagnosztikus
mutatokkal rendelkeztek, de itt nehézséget okozott, hogy az adatok statisztikai
heterogenitasa miatt Osszesitett értéket nem minden paraméterre lehetett statisztikai
helyesen megadni. Az anti-TG2 vizsgdlat megbizhatésaga magasabb volt, ha csak a human
rekombindns antigént hasznalé vizsgalatokat Osszesitettiik és itt a statisztikai heterogenitas
is kisebb volt. Szintén megfeleld klinikai biztonsagot jelent a deamidalt gliadin peptidekkel
végzett antitestvizsgalat, mig a hagyomanyos gliadin antitest vizsgdlat napjainkban
egyaltaldn nem megbizhato (13. tdblazat). A helyszini tesztek magas specificitast mutattak,
de mind a 4 megjelent cikk kezdeti leirds volt és valogatott, nem problémas

betegcsoportokon végezték Gket. Ezért az eredményeket némi fenntartdssal kell fogadni.
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13. tablazat. A metaanalizisben résztvett coeliakia antitest vizsgalatok diagnosztikus mutatéinak dsszesitése

Vizsgalat| CD NonCD- | Para- Becsiilt 95% Heterogenitas
Teszt szam betegek | betegek | méter | Tartomany atlag Konfidencia p I’
IgA-AGA 6 859 511 Sens. 60.9-96.0% | heterogén heterogén 0.000 | 93.7%
Blesa-Baviera, Ferre-Lopez, Lagerqvist, Spec. | 79.4-93.8% | 89.9% | 86.9-92.3% | 0.076 | 49.1%
Llorente, Prause, Yachha LR+ 3.6-15.5 (7.3) 45118 | 001 | 66.9%
LR- 0.04-0.44 (0.186) | 0.095-0.362 | 0.000 | 92.7%
DOR 11-366 (40.6) 14.1-117.1 | 0.000 | 86.9%
IgA-anti-
TG2 15 1,694 1,138 | Sens. 73.9-100% | heterogén heterogén 0.000 | 86.0%
Csak ELISA: minden vizsgélat kivéve Spec. | 77.8-100% | heterogén | heterogén | 0.000 | 73.5%
Bazzigaluppi, Bonamico LR+ 43-160 (22.4) 12.1-414 | 0.000 | 74.3%
LR- 0.01-0.28 (0.06) 0.03-0.10 | 0.000 | 85.6%
DOR | 64-19.397 (508) 247-1,042 | 0.007 | 54.1%
IgA-anti-
6 3 255 146 I gens. | 89,0%-100% | heterogén | heterogen | 0.016 | 75.7%
Csaak RIA: Agardh 2005 Bazzigaluppi, Spec. | 94,0%-100% |  95.9% [91.3%-98.5% | 0.21 |[36.2%
Bonamico LR+ 14.8-65.2 19.2 9.1-40.6 06 | 0%
LR- 0.013-0.18 0.06) | 0.022-0.165 | 0.059 | 64.7%
DOR 127-5,135 347 79-1,529 0.15 | 47.8%
IgG-anti-
TG2 4 477 331 Sens. |12.6%-99.3% | heterogén heterogén 0.000 | 99.1%
ELISA ¢és RIA ' ' Spec. 86.3-100% | heterogén | heterogén | 0.001 | 82.2%
?(Sgg;dh 2005, Agardh 2007, Bazzigaluppi, Prause LR+ 46212 33 308-17.4 012 |49.4%
LR- 0.007-0.88 (0.22) 0.048-0.97 | 0.000 | 99.5%
DOR 5.9-2,887 (53.3) 6.9-411 0.000 | 86.6%
IgA-TG2
POCT 5 470 399  |Sens. | 94.7-98.8% | 96.4% |94.3%-97.9%| 0.56 | 0.0%
Blesa-Baviera, Ferre-Lopez, Korponay-Szab6 (2 | Spec. | 96.6-98.6% | 97.7% | 95.8%-99.0% | 0.91 | 0.0%
fliggetlen betegesoport), Raivio LR+ | 29.1-68.7 40.6 213774 | 0.92 | 0.0%
LR- 0.013-0.054 0.04 0.025-0.64 | 0.65 | 0.0%
DOR | 1,008-2,280 1,343 547.4-3294 | 0.95 | 0.0%
IgA-EMA | 11 | 1,034 | 558 [Sens. | 82.6-100% | heterogén [ heterogén | 0.000 | 79.0%
Agardh 2005, Bazzigaluppi, Bonamico, Collin, [ Spec. | 94.7-100% | 98.2% | 96.7%-99.1% [ 0.23 | 21.9%
B eratan, Rarc s papereh Lageravst, g+ | 102160 | 318 19-893 | 086 | 0.0%
LR- 0.006-0.18 | (0.067) | 0.038-0.118 | 0.000 | 73.3%
DOR | 64-19.397 553.6 219-1,402 | 0.067 | 42.4%
1gADGP | 3 [ 4220 | 346 [Sens. | 80.7-95.1% | heterogén | heterogén | 0.000 | 81.6%
Agardh 2007, Basso, Prause Spec. | 86.3-93.1% | 90.7% |87.8%-93.1%| 0.14 |45.0%
LR+ 6.9-12.7 9.4 6.8-13.1 0.26 | 25.3%
LR- 0.06-0.21 (0.121) | 0.072-0.203 | 0.003 | 78.5%
DOR 56-93 86.1 55.9-132.7 | 0.6 | 0.0%
1gG-DGP 3 422 346 Sens. 80.1-98.6% | heterogén heterogén 0.000 | 94.4%
Agardh 2007, Basso, Prause Spec. | 86.0-96.9% | heterogén | heterogén | 0.063 | 59.0%
LR+ 6.8-25.8 (13.6) 8.1-22.8 | 0.078 | 55.9%
LR- 0.02-0.21 0.061) | 0.017-0.22 | 0.000 | 92.3%
DOR 115-948 (234) 100-547 | 0.092 | 53.4%

A p-értek khi" teszttel MetaDiSc (Zamora és mtsai 2

006) elemzés alapjan. A teszteknél a szenzitivitast, specific

tast, pozitiv

(LR+) és negativ (LR-) likelihood valamint a diagnosztikus odds (DOR) hdnyadost adjuk meg 95% konfidencia intervallummal

és inkonzisztencia (I°) értékkel. Ha az I 50% felett volt, dtlagolt adatokat nem tiintettiink fel.
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Megjegyzendd, hogy ugyanazokban a vizsgdlatokban a laboratériumi anti-TG2 és az EMA
vizsgdlatok a helyszini teszteknél még magasabb eredményeket adtak. Egyes tanulmanyok
azt is vizsgaltak, hogy a diagnosztikus kiiszobérték hanyszorosandl van nagyobb taldlati
valdszinlisége annak, hogy a szovettani vizsgdlat coeliakidra jellemzd boholykarosodast
igazol. Az elemzés azt mutatta, hogy az antitestvizsgdlati eredmények és ezek a biztonsagi
hatarértékek erGsen tesztfliggbk lehetnek, bar az egyes kozlemények kozotti kiilonbség
inkabb a betegcsoportok kiilonbségébdl addédott. Az Osszesitett eredmények szerint az
antitestek dnmagukban nem adnak 100%-os teljesitményt, de azt megkozelitik gondosan
Osszedllitott vizsgdlati feltételek kdzt, a magas antitest értékek prediktiv értéke pedig igen
magas. Az egyes tanulmanyok mindségét a QUADAS (Quality Assessment of Studies of
Diagnostic Accuracy System) alapjan képzett score segitségével értékeltiik. Ez 0sszefliggést
mutatott az antitestek teljesitményével. Az elemzés sordn mindvégig a szoOvettani
eredményt tekintettik referencia standardnak, annak ellenére, hogy annak megbizhatdsaga
éppoly kétséges, mint az antitestvizsgdlatoké. Azonban barmely antitest bevondsa a
referenciaértékek kozé lehetetlenné tette volna a filiggetlen értékelést, mivel az egyes
antitestek kimutathatésaga egyazon betegnél kapcsolatban van egymdssal. A 3110 beteg
globalis értékelése azt mutatta, hogy bar az 1876 coeliakids beteg kozul 153 (11%)
szeronegativ volt, az Osszes szeropozitiv beteg (n=1781) kozil csupan 3.8%-nal nem
allitottak fel coeliakia diagndzist, fliggetleniil a vizsgdlt antitest tipusatdl. Tehat |ényegében

a szeropozitiv betegek 96.2%-at feleslegesen tették ki az invaziv biopszias vizsgalatnak.

5.8.3. A coeliakia antitestvizsgalatok eredményeinek standardizaldsi lehetGségei

Ezek az eredmények az ESPGHAN Working Group on Coeliac Disease Diagnosis altal javasolt diagnosztikus
iranyelvek |. fliggelékében jelentek meg (J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2012;54:155-6.)

A metaanalizis és egyéb (részben felnétt) irodalmi eredmények alapjan (Hill és mtsai 2008,
Vivas és mtsai 2009, Dahlbom és mtsai 2010) az antitest eredmények prediktiv értéke magas
szérumszintnél er6sen megkozeliti a 100%-ot, mivel a boholyatréfidt nem mutaté latens
eseteknél tobbnyire alacsony koncentracidban vannak jelen antitestek a keringésben. A Hill,
Vivas és Dahlbom vizsgalat egyarant a Celikey™ teszttel tortént és a 30U/ml feletti
értékeket tekintette ,magas” antitest szinteknek, mely a kutatasi vizsgalatoknal
megallapitott diagnosztikus hatarérték (upper limit of normal — ULN) tizszerese. Azt azonban
nem lehetett tudni, hogy mas teszteknél mi felel ennek az értéknek, és ennek megallapitasa
azért is nehéz, mert a tesztek egy része kalibrator sort és ezzel linearis értékeket, mas része
viszonyt kliszobhanyados szazalékot ad meg, amely logaritmikus tipusu adat. Ezért egyszer(
matematikai szamitasokkal az egyes teszteredmények kozott konverzié nem készithetd. A
kereskedelmi tesztek numerikus 6szehasonlitdasardl nem taldltunk tudomanyosan publikalt
adatokat. Az ESPGHAN iranyelvek kialakitasahoz ezért az egyik eurdépai mindségbiztositasi
halézat (UKNEQAS, United Kingdom External Quality Assessment Service) altal évente 6

alkalommal rendszeresen végzett kortesztek adatait kaptuk meg elemzésre, melyért ezdton
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is koszonetet mondok az UKNEQAS-nak. Ezek soran mintegy 400 eurdpai laboratérium méri
le ugyanazokat a szétklildott savémintakat az altala alkalmazott kereskedelmi teszttel. A
2009-es tesztsavok koézul harom egymast kovetSen kikiildott minta a Celikey™ teszttel 30.1,
18 és 13.6 U/ml atlagos értéket (10x, 6x, 4x ULN) adott. Ezeknek a savéknak a tobbi teszttel,
Osszesen 309 laboratériumban mért adatait elemeztiik. A vizsgalatoknal a median jobban
Osszehasonlithatd értékeket adott, mivel ezt egyes extrém értékek nem befolydsoltak.
Megdllapithaté volt, hogy az Eurdépaban 2009-ben leggyakrabban alkalmazott 14
kereskedelmi anti-TG2 teszt t6bbsége nagyon szabalyosan mikodik (59.3bra). A linearis
elven szamitott értékek gorbéi csaknem parhuzamosan futnak a kiilonb6z6 antitest
pozitivitasi szintek esetén és a tesztek jelent6s részénél a ,magas érték” a 10xULN kordil
vagy alatta van. Ennek alapjdn az a 10xULN biztonsagos kiszobértéknek latszik a coeliakia
neminvaziv diagndézisanak tamogatdsara. Figyelemmel kell viszont lenni a nem-linearis
(logaritmikusan) mdédon szamitott értékekre, ahol ez a szabaly nem érvényes. 2009-ben két
ilyen teszt volt, az egyiket az Eurospital gyartotta és a magas érték az ULN 13.6-szerese volt,
a masik az Inova kit, melynél a magas érték az ULN-nek csak kb. 6tsz6rose. Az Eurospital az

ezt kdvet6 évt6l mar linedris tesztet forgalmazott.

‘High’
1000 - sample xULN
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—e—Binding Site 333 8.3
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©o—DiaSorin 57
o ® Euroimmun 200 10.0
o ° —a— Eurospital* 95 136
100 / —eo— Generic Assays 89 4.5
/.//9 o Genesis 69 9.9
e/é/ o o—|mmco 48.3 24
g 8 A Inova* 95.5 4.8
g § o O Orgentec 65.5 9.9
-@—Phadia ELIA 69.0 9.9
© —e—Phadia ImmunoCAP 739 106
0 ° | | | o Phadia Varelisa 30.1  10.0
10 20 30 40

AU in Varelisa [Celikey]

59. abra. Az Eurdpaban 2009-ben 14 leggyakrabban hasznalt anti-TG2 teszttel mért értékek medianjai azonos
pozitiv minta esetén, melyk antitest szintje kilénbdzott. A téblazat a ,magas” antitest tartalmu savé median
eredményeinek viszonyat mutatja a diagnosztikus kliszobértékhez. *logaritmikus értékeket add tesztek. A
hianyzé ULN értékek a gyarté tobbféle tesztje miatt nem adhaték meg egyértelmiien.
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5.8.4. A coeliakia gyermekkori diagnézisara vonatkozé 2011-es ESPGHAN iranyelv
kidolgozasaban részvétel, diagnosztikus score kidolgozasa

Ribes-Koninckx C, Mearin ML, Korponay-Szabd IR, Shamir R, Husby S, Ventura A, Branski D, Catassi C,
Koletzko S, Maki M, Troncone R, Zimmer KP; ESPGHAN Working Group on Coeliac Disease Diagnosis. Coeliac
disease diagnosis: ESPGHAN 1990 criteria or need for a change? Results of a questionnaire. J Pediatr
Gastroenterol Nutr. 2012;54:15-9.

Az ESPGHAN tagjaihoz intézett kérddiv értékelése azt mutatta, hogy a szakemberek 89.5%-a
mai is koveti az 1990-as iranyelvek lényegét, azaz a coeliakia diagnozist vékonybélbiopszia
és szOvettani vizsgalat segitségével dllitja fel, 10.5% mar most sem hasznalja a biopsziat. A
tobbség (88%) viszont mar nem alkalmazza az eredeti ajanlasban differencidldiagnosztikai
célbdl eldirt glutenterhelést a diagndzis idején két éves vagy fiatalabb gyermekeknél, ha
azok EMA vagy anti-TG2 antitest pozitivak. Az 6sszes valaszolé 90%-a valtozast szeretne. A
szakorvosok 53%-a szeretné a vékonybélbiopszia sziikségességének elhagyasat a klinikai
tinetek miatt vizsgdlt betegeknél, ha az anti-TG2 antitestek pozitivak és 31%-uk a
tinetmentes betegeknél sem tartana szilikségesnek a szovettani vizsgalatot. Az is kiderdlt,
hogy jelenleg Eurdpa jelentfs részében alkalmazzdk a HLA-DQ tipizalast, legaldbbis a
kétséges esetek elbiralasara.

Husby S, Koletzko S, Korponay-Szabd IR (megosztott elsé szerz6), Mearin ML, Phillips A, Shamir R, Troncone
R, Giersiepen K, Branski D, Catassi C, Lelgeman M, Maki M, Ribes-Koninckx C, Ventura A, Zimmer KP;
ESPGHAN Working Group on Coeliac Disease Diagnosis; ESPGHAN Gastroenterology Committee. European

Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition guidelines for the diagnosis of coeliac disease.
J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2012;54:136-60.

Az irodalmi adatok attekintése és a fenti tanulmanyok utan az ESPGHAN munkacsoport Uj
diagnosztikus irdanyelveket dolgozott ki, mely 31 megadllapitast és 45 ajanlast tartalmaz az
evidenciaszintek megaddsaval. Ennek soran a munkacsoport a coeliakia Uj definiciéjat is
megfogalmazta (21. oldal), mely a coeliakiadt a gluten-dependens klinikai tlinetek, anti-TG2
pozitivitas, HLA haplotipus és enteropatia valtozd kombindciéjanak tekinti. Amennyiben a
betegség jellegzetes tlineteinek jelenlétében az anti-TG2 antitestek szintje a vérben magas
(>10xULN), az EMA vizsgdlat is pozitiv, és a beteg hordozza a HLA-DQ2 vagy DQS8
tulajdonsagot, a jov6ben a coeliakia diagndzisa gyermekeknél vékonybélbiopszias szévettani
vizsgalat nélkiil is kimondhatd (60. abra).

Bar az ajanlas hangsulyozza, hogy a teljesen tiinetmentes, csupan antitestvizsgalattal kiszdrt
személyeknél a betegség igazolasdra tovabbra is minden esetben szovettani vizsgdlatot kell
végezni és a neminvaziv diagndzisnak feltétele a jominGségl antitestvizsgdlati lehetGség, a
biopszia elhagydsa vagy az enyhe szovettani eltérésekre (pl. Marsh 1) épitett vélemény egyes
esetekben tuldiagndzishoz vezethet. Ezért a coeliakia diagndzisanak végleges kimonddashoz
célszerli bizonyos minimumfeltételek vizsgdlata. Ennek elemzése sordn az egyes
diagnosztikus komponensek relativ szerepét értékeltik és egy Symptom — Antibody —
Genetics - Endoscopic Histology (SAGE) score-t dolgoztunk ki (61. dbra), mely az ESPGHAN

iranyelvek Il. fliggelékében jelent meg.
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60. abra. Az ESPGHAN 2011-ben javasolt diagnosztikus algoritmusa coeliakiara utalo klinikai tlinetek esetén.
CD: coeliakia, GFD&F/u: glutenmentes diéta és kovetés, Paed.Gl: gyermek-gasztroenterologus

Score Tiinet Antitestek* Szovettan HLA-DQ
2 Klasszikus EMA+ és/vagy Marsh llib, llic
malabszorpcié anti-TG2+
>10xULN
1 Kompatibilis Anti-TG2+ Marsh I, llla DQ2 és/vagy
tinet vagy <10xULN vagy DQ8
elséfoku rokon vagy Marsh 0-I és
vagy T1DM anti-DGP+ depositum+
O Tlnetmentes Nem Marsh 0-I Nem
vizsgaltak vagy nem volt vizsgaltak
_1 Vizsgaltak, Sem DQ2,
mind negativ* sem DQ8
nincs

*IgA hidny esetén IgG antitestek is

61. abra. SAGE (Symptom-Antibody-Genetics-Endoscopic histology) score. Mind a 4 komponens egyszer
vehetd figyelembe, a coeliakia diagndzisanak felallitasahoz SAGE=4 pont szlikséges.
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Korponay-Szabé IR, Gyimesi J, Tumpek J, Nemes E, Maki M, B.Kovacs J. Development and validation of a
simple diagnostic score for coeliac disease (SAGE) based on symptoms, antibodies, HLA genotypes and biopsy
results. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2011, 52:Suppl2:E35 (absztrakt)

Korponay-Szabé IR, Gyimesi J, Castillejo G, Hogen Esch C, Troncone R, Koletzko S, Mearin L on behalf of the
Prevent CD Study Group. Prospective evaluation of a Symptom-Antibody-Genetics-Endoscopy (SAGE) score for
coeliac disease diagnosis in a risk cohort. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2011, 52:Suppl2:E34-35 (absztrakt)

Korponay-Szabé IR, Tumpek J, Gyimesi J, Nemes E, B Kovacs J, Maki M. Using a Symptom-Antibody-Genetics-
Endoscopy (SAGE) score to predict coeliac disease in patients without villous atrophy. Gut 2011, 60:Suppl 3,
A391 (absztrakt)

A score értékelését eddig 3872 magyar coelakids betegen és egy nemzetkozi coeliakia

prevencids vizsgalatban (www.preventceliacdisease.com) részt vevé elséfoku rokonként

coeliakiara veszélyeztett gyermekekben végeztik el. Vizsgdltunk tovabba 268 olyan
szeropozitiv beteget, akiknél az els6 vékonybélbiopszia lelete negativ volt. Kontrollként 1061
olyan beteg adatait hasznaltuk fel, akiknél vékonybélbiopszia tortént és a végleges diagndzis
nem coeliakia volt. Az 5 vagy magasabb SAGE score értékek pozitiv prediktiv értéke 100%
volt, a SAGE=4 értéké 99.9%, a SAGE=3 értéké 41.2%. A 4-es hatdrérték jol kilonvalasztotta
a coeliakias és kontroll csoportot (62. dbra). Az 6sszes coeliakiaként diagnosztizalt beteg
98.6%-a ért el 4 vagy afeletti SAGE értéket. A 4 alatti értékek f6ként annak voltak
tulajdonithaték, hogy a régi diagndzisok idején nem tortént antitestmérés, igy relevans
szerolégiai eredmény nem allt rendelkezésre vagy a betegnek csak bdrtiinetekkel jard
dermatitis herpetiformis manifesztacidja volt boholyatréfia nélkial. A kontrollok kozil az elsé
vizsgdlat idején 2 beteg (1.8 ezrelék) ért el 4 pontot, akiknek malabszorpcidja, sulyos
boholyatrdfidja és HLA-DQ2 illetve DQS8 allélje volt, de az antitestek a vérben negativak
voltak. Ezeket a betegeket az 1990-es ESPGHAN kritériumok szerint coeliakiasnak lehetne
véleményezni. Az egyik beteg nem javult a glutenmentes diétara, majd T-limfocita defektus
igazolédott. A masik betegnél velesziiletett szukraz-izomaltaz hianyt taladltunk, mely sulyos
tehéntej-enteropatiahoz vezetett és ez okozta a malabszorpcidt és vékonybélkarosodasat.

Glutenterhelés és évekig tarté kovetés utan a vékonybélszerkezet normalis maradt.
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62. abra. A coeliakia diagnézisahoz ajanlott score (SAGE) értékek megoszlasa (betegek szama) 3872 coeliakias
és 1061 (esetenként glutenterheléssel kombinalt) vékonybél szévettan alapjan nem coeliakias betegnél
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A coeliakia prevencids vizsgdlatban osszesen 1348 elséfoku rokont kovettilink a szliletéstdl, a
vizsgdlat még folyik, kozulik 921 hordoz HLA-DQ2 vagy DQ8 tulajdonsagot. Mivel a
monitorizadlas soran mar a korai eltérések is kimutathaték, ebben a betegcsoportban a
diagndzis igen nehéz lehet. A kovetés soran eddig klinikai tinetek vagy coeliakia antitest
pozitivitds (anti-TG2 vagy gliadin antitest) kialakuldsa miatt 49 gyermeknél tortént
vékonybélbiopszia és a SAGE értékeket prospektiven allapitottuk meg. Marsh Il eltérés 32
betegnél volt, Marsh Il eltérés 2 betegnél, Marsh 0-l eltérés 15 esetben volt. Utébbiak koziil
5 gyermek tovabbi kovetése szilikséges az antitestek pozitivitds, potencialis coeliakia
lehet6sége miatt és egyikiknél a vékonybélben az anti-TG2 antitestek lerakddasa is
kimutathatd volt. A Marsh |l eltéréssel rendelkez6 egyik gyermek a gluten fogyasztasanak
folytatdsa utani masodik biopszidban mar normal boholyszerkezetet mutatott. A gyermekek
adatait értékelve a SAGE score 4 vagy afeletti eredménye 96.8% szenzitivitast és 96.3%
specificitdst mutatott, azaz a score alapjan nem kell szamolni tuldiagndzissal.

A harmadik tanulmanyban azokat a betegeket vizsgaltuk, akiknél az antitestek jelenléte
ellenére az els6 szovettani vizsgalatnal nem volt boholyatrofia. A szovettani metszeteket
Ujrakonzultdltuk a patolégusokkal, és ha az orientacié nem volt megfelelS, Uj metszeteket
készitettiink. A betegeket prospektiven kovettik, extraintesztindlis manifesztacidkat
vizsgdltunk és csalddszlrést végeztiink els6foku rokonaik kozott az anti-TG2 és EMA
vizsgdlattal. A 268 beteg koziil 21 (7.8%) betegnél dermatitis herpetiformis allt fenn, melyet
a b6r immunfluoreszcens vizsgalatavla igazolni lehetett, és ezzel a gluten-érzékenység
diagndzisa is igazoltnak vehet6. 58 (21.6%) betegnél a kiterjesztett szovettani vizsgalatok
legaldbb parcialis Il boholyatréfiat vagy Marsh IIIA eltérést mutattak, igy naluk végul mégis
igazolédott a coeliakia fennallasa. 49 betegnél (18.3%) a kdvetés sordn boholyatréfia alakult
ki egy késébbi id6pontban. 32 (11.9%) betegnél extraintesztindlis manifesztacido vagy vy
els6foku rokonaiknal késébb lege artis igazolédott coeliakia alapjan nagy valdszinlséggel
fennall a gluten-érzékenység, végil 108 beteg (40%) egyel6re romldst nem mutatott. A
kezdeti SAGE értékek szignifikansan magasabbak voltak azokban a csoportokban, ahol a
coeliakia hagyomanyos diagndzisat igazolni lehetett (14. tablazat).

14. tablazat. A coeliakia diagnézisara javasolt SAGE score értékei diagnosztikus problémat okozd betegeknél
(n=268), akiknél az elsé vizsgalatkor a vékonybélben nem volt boholyatrdéfia.

Kimenetel Betegszam | Kezdeti SAGE SAGE (atlag)a | P
(atlag) kovetés utan
Késébb boholyatroéfia 49 4.24 +£0.90 5.32 +0.80
Valészinileg CD 32 4.21 £0.70 4.28 £0.72
Még nem ismert 108 3.01 £0.80 3.11 £0.81 ook
Fals negativ szOvettan 58 3.93+1.04 4.68 +0.82
(revizid el6tt) (revizid utan)
Dermatitis herpetiformis 21 2.66 £1.59 - o

**%<0.001 egyéb csoportokhoz képest, **p=0.01 még nem ismert csoporthoz képest
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5.8.5. A coeliakia uj kezelési lehetGségeinek vizsgalata

Korponay-Szabd IR, Tumpek J, Gyimesi J, Laurila K, Papp M, Maki M, Khosla C. Food-grade gluten degrading
enzymes to treat dietary transgressions in coeliac adolescents. Journal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition 2010;50:E68 (absztrakt)

A coeliakia eddig elfogadott egyediili hatasos kezelése a tartdsan, egész élet folyaman
betartott glutenmentes diéta. Mivel betartdsa egyes betegek szamara nehéz, a gliadin
immunolégiai hatdsanak megakadalyozdsara annak mikrobialis enzimekkel torténd
lebontdsat javasoltak (Shan és mtsai, 2002). Glutenbontd aktivitassal rendelkez6 protedz
enzimek baktériumokbdl vagy gombdakbdl nyerheték, sét ilyenek étrendi kiegészitGkben is
taldlhaték. Tanulmanyunkban a Stanford Egyetemmel (USA) ko6z6s vizsgalatban a STAN1
készitmény (Aspergillus niger aspergillopepszin és Aspergillus oryzae dipeptidil-peptidaz 1V)
hatdsat vizsgaltuk kettGs vak, placebo kontrolladlt, randomizalt prospektiv vizsgalatban. A
STAN1 laboratdriumi korilmények kozott kapszuldnként kb. 1 g glutent képes lebontani
(Ehren és mtsai 2009). Vizsgalatunkban 38 serdiil6 és fiatal felnStt coeliakids beteg (median
kor 17 év, mind 12 év feletti) vett részt, akik tobb mint egy év eltelte utan is alacsony
szeropozitivitast (a kezdeti érték 20%-a alatt) mutattak, melynek oka bevallott diétahiba
volt. Az IgA hidnyos betegeket és a terheseket kizartuk, valamint azokat is, akik egyaltalan
nem folytattak diétat. Az els6 4 hétben a compliance megitélésére mindnyajan placebot
kaptak (3-4 kapszula naponta), majd ezt kévetéen 12 hétig aktiv enzimet vagy placebot. 12
hét utdn az addig placebot kapdk aktiv enzimet, az aktiv enzimet kapdk pedig az aktiv enzim
mellé placebo kontrolldlt kapszulds formaban napi 1 g glutent kaptak. A betegektdl azt
kértlik, hogy a vizsgalat el6tti étkezési szokdsaikat folytassdk, a bevallott glutenbevitelrél
naplét irattunk. A vizsgdlat el6tt és a vizsgdlat alatt 2 hetente mértiik a szérum antitest
szinteket, a vizsgalat el6tt és végén vékonybélbiopszidval vizsgaltuk a vékonybél allapotat.
35 beteg kerilt randomizaldsra. A betegek jol tlirték az enzim adagoldsat (csak egynél
jelentkezett hanyinger és szédiilés, de ennek kapcsolata a STAN1-gyel nem volt egyértelm),
a vizsgdlatot azonban csak 26-an fejezték be. 20 betegnél volt mdd a vizsgdlat végén is
szovettani ellenGrzésre. A tobbiek elsésorban a compliance hidnya miatt maradtak ki. A
vizsgdlat kezdetén a 38 betegbdl 33-ndl sulyos boholyatréfia allt fenn tinetek nélkil. Az elsé
4 hétben a szérum antitest szintek nem vdéltoztak jelent6sen, ezt kovetéen azonban a
betegek egyharmaddanal jelentGs emelkedést észleltlink. Az antitest szintek nem mutattak
Osszefliggést az aktiv készitmény illetve placebo fogyasztasdval vagy a hozzdadott napi 1 g
glutennel. A vékonybélkarosodas is valtozatlan volt a kezelés végén vett mintakban. A
vizsgdlatban a STAN1 hatdsossagat nem tudtuk igazolni. Az eredmények arra utalnak, hogy a
betegek joval tobb mint napi 1 g glutent fogyasztottak, és a vizsgalat masodik fazisdban
biztonsagérzetiik megnétt és még tobb diétahibat kovettek el. A vizsgdlat hasznos
tanulsagokkal szolgalt az enzimterapids tanulmanyok tervezéséhez, és tobbek kozott arra is

felhivta a figyelmet, hogy a compliance mellett az id6faktornak is szerepe van.
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6. MEGBESZELES

6.1. A transzglutaminaz antitestek kimutatasa és 6sszehasonlitasa

A coeliakia a hagyomanyos tankdnyvekben enteropatiaként szerepel, a szbvettani eltérések
azonban nem specifikusak (Pallav és mtsai 2012), olyan gyulladdsos vagy infektiv
korképekben, mint virusfert6zések, nutritiv allergia, autoimmun folyamatok is el6fordulnak.
A coeliakia megkiilonboztet6 jegye egy szabalyos, lényegében mindig tarsuld humordlis
immunvalasz a TG2 fehérje ellen. Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az endomysium, reticulin,
jejundlis és transzglutaminaz antitest elnevezések ugyanazt az egy gluten-dependens,
biolégiailag aktiv antitestet jelolik, melyet kilonboz6képpen is kimutathatunk. Mindegyik
kimutatasnak vannak el6nyei: az EMA, ARA, JEA vizsgdlati rendszerek a természetes TG2
enzim antigént tartalmazzak a szoveti kornyezetben, igy human szévet esetén nagyon
specifikusak és tulajdonképpen olyan antigént ajanlanak fel, mint amilyennel az autoantitest
in vivo taldlkozik. A tisztitott rekombinans TG2 enzim viszont kénnyebben kezelhet6,
egyszer(ibb technikai feltételekkel is megvaldsithatd a mérés, és lehetGség van
automatizdlasra is. A problémat a mesterségesen termelt TG2 fehérjék térszerkezeti és
stabilitdsi problémai okozhatjdk, mivel a specifikus és szenzitiv kotédés csak megfeleld
haromdimenziés konformacidondl jon létre. Vizsgalatainkban a gyenge enzimaktivitasu
enzimekhez valé rosszabb antitestkot6dés (Tumpek és mtsai 2004) arrdl arulkodik, hogy
ezeknek a fehérjéknek a térszerkezete nem volt megfelels, a transzglutamindz aktivitas
feltétele ugyanis egy megfelel6 térbeli alakzat felvétele. Erdekes médon ez a probléma
nemcsak érzéketlenebbé teszi a vizsgalati eljarast, hanem a specificitas is csokkenhet, mert
a szérum antitestek nemspecifikusan is megtapadhatnak az ,,0sszegylir6dott” vagy aggregalt
rossz szerkezet(i fehérjén. Ez az anti-TG2 mérések kezdeti idGszakdban jellegzetes probléma
volt, és még ma is magyarazhat bizonyos eltéréseket az egyes gyari anti-TG2 kimutatasi kit-
ek kozott (Giersiepen és mtsai 2012). Az antitestkdtddési tulajdonsagok javithatdk, ha nem
kozvetlenil, hanem egy masik fehérje vagy antitest segitségével, egy megfelel6en orientalt
helyzetben, valamely természetes kot6helyénél fogva rogzitjilk a TG2 antigént a lemezre. Ez
az eljards nemcsak a specificitdst, hanem az érzékenységet és az epitop hozzaférhetbségét is
javithatja (El Alaoui és mtsai 2006), és ez a magyarazata a radioizotépos kimutatas nagyobb
érzékenységének is (Giersiepen és mtsai 2012). Itt ugyanis az antitest kimutatdsa
immunprecipitaciéval torténik, ami azt jelenti, hogy az antigén és az antitest folyadék
fazisban kapcsoldodik Ossze: a kapcsolat erGsebb, kevésbé vannak a koétédési partnerek
deformdacidonak kitéve. A folyadékfazisu kimutatasi rendszerek magas érzékenységét féként
a glutenmentes diéta ellen6rzése kapcsan lehet kihasznalni: sokkal tovabb mutatjak az
antitest pozitivitast, mint a szokdsos ELISA mérési eljarasok (Candon és mtsai 2012). Az EMA

és az anti-TG2 azonossagat a gyakorlatban jobban kellene hangsulyozni, mert ez ramutat
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arra, hogy az anti-TG2 kimutatasokat technikailag éppoly specifikussa kell fejleszteni, mint
amilyen az EMA. Paradox mdodon ez a mikroszkdpos értékelést kivand eljards jelenleg a
legmagasabb specificitasu. A coeliakia antitestek nagy mennyiségben vannak jelen a vérben
a coeliakia kezeletlen allapotdban, igy egy viszonyleg egyszer( fluoreszcens eljarassal is
konnyen lathatova tehet6k. A jellegzetes EMA mintazat latvanya még halvany reakcio
esetén is nagyon meggyd6z6. A TG2-/- szbvetekkel kapott eredményeink pedig azt mutatjak,
hogy a mintdzatot mas, TG2-t4l fliggetlen specificitdsu antitestek nem utdnozzak (Korponay-
Szabd és mtsai 2003a). Az ELISA eredményeket csak egy szamként latjuk, ahol nehéz a
hattérreakciokat elkiloniteni és ezért az alacsony antitest szintet jelz6 eredmények
diagnosztikusan sokkal kevésbé hasznosithaték (Hopper és mtsai 2007, Kurppa és mtsai
2012). Meg kell azonban jegyezni, hogy a valdéban j6 mindségli antigént tartalmazo gyari

ELISA-k, mint a Celikey™ teszt, az alacsony pozitiv értékeknél is nagyon specifikusak.

A TG2-alapu diagnosztikus ELISA eljarasok tovabbfejlesztése jelent6s szamu Uj beteg
felismerését tette lehet6vé, mivel a coeliakia szerodiagnosztikdja a korabbiaknal nagyobb
méretekben, szélesebb korben, kisebb laboratériumokban is elérhetévé valt. A kit-ek
sokfélesége az antitestek diagnosztikus kritériumként valé alkalmazasat megneheziti, és
ezért az ESPGHAN iranyelvekben a genetikai vizsgalatoknak és az EMA alkalmazdsanak
jelent6s szerepe marad, s6t az alacsony anti-TG2 szintek esetén tovabbra is szikséges a
szovettani vizsgalat elvégzése is. A cél a szokvanyos anti-TG2 ELISA eljarasok specificitasanak
fokozdsa és az antigén mindségének mérése. Ennek jo eszkdze lehet a coeliakias TG2
epitopra specifikus MAb885 felhasznaldsa, mely lehetdséget adna a kilonboz6 klinikai kit-ek
standarizalasdra is. Az altalunk alkalmazott gyors antitest kimutatas a beteg sajat TG2
antigénjének hasznalataval igyekszik az EMA el6nyeit az anti-TG2 mérések egyszer(iségével
Ootvozni. A beteg ujjbegy mintdjabdl szarmazd, friss, j0 konformdcioju természetes
vOrosvérsejt TG2 antigénnel az antitest folyadékfazisban reagdl és a komplexet egy
természetes szovetkornyezethez hasonlod kot6szoveti fehérjekomplex (gelatin) koti a tesztkit
felszinére, mely az EMA eljardsra hasonlit. Az antitestet barki lathatja, és ezt az informaciot
azonnal felhasznalhatja. Mivel magaban a kit-ben nincsenek hdére vagy tarolasi
kortilményekre érzékeny komponensek, a betegb6l szarmazé TG2 antigénnel trépusi
kortilmények kozott vagy specializalt laboratériumoktdl tavol is fel lehet ismerni az
antitesteket (Crovella és mtsai 2007, Demirceken és mtsai 2008, Kotze és mtsai 2009,
Laadhar és mtsai 2011).

Az dltalunk készitett gyorsteszttel egyid6ben mads gyors anti-TG2 kimutatdsi eljarasok is
megjelentek (Ferre-Lopez és mtsai 2004, Nemec és mtsai 2006). Alkalmazasuk egyszerlsége
megnovelte a vizsgdlhaté betegek szamat és hasznosnak bizonyult a klinikai

esetfelismerésben és a szlirévizsgalatok gyors kivitelezésében (Demirceken és mtsai 2008,
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Alarida és mtsai 2011). A laboratériumokban végzett népességszlirési tanulmanyokban
jelentGs koltséget, id6t és szervezést igényel a mintdk begydjtése, szallitasa és feldolgozasa.
Az egyik legnehezebb feladat a kisz(irt pozitivak visszahivdsa, ami tébb hdénap utan mar
kevésbé effektiv. Hénapok alatt a glutenbevitel is valtozhat, nehezebbé valhat a diagndzis
igazoldsa (Hogen Esch és mtsai 2010). A 2005-0s szolnoki szlrdvizsgalatban a helyszini
pozitivitas utdn mar 3-4 nappal megtorténtek a vékonybélbiopszids vizsgdlatok és ezért jo
volt a betegek részvétele a megerdGsiti vizsgalatokban is (Korponay-Szabd és mtsai 2007). A
coeliakia gyorsteszt segitségével az eredmények nemcsak gyorsabban 3linak a vizsgald orvos
rendelkezésére, hanem a sz(r6 jellegl elsé vizsgdlat nemcsak orvos vagy egészségigyi
személyzet, hanem maga a beteg altal otthon is elvégezhetd. Az ujjbegybdl végezhetd teszt
kisebb megterheléssel alkalmazhatd kisgyermekeknél, mint a hagyomanyos, vénabdl
torténé vérvétel a savovizsgalatokra. A gyorsteszttel végzett ellen6rzés, és a koros
eredmény alapjan végzett intervencié és diétds tanacsadas javitja a diétas fegyelmet és
betegek kezeltségi allapotat (Korponay-Szabd és mtsai 2005), valamint lehetévé teszi a
csaladtagok minimalisan invaziv szlirését (Raivio és mtsai 2006). Bar az antitest mérések
miikodésének metaanalizise sordn a gyorstesztek j0 m(ikddési tulajdonsagokat mutattak,
sok orszagban a laikusok altal torténd hasznalatot az orvosok ellenzik. Ez attdl is fligg, hogy a
felhaszndlé milyen informacidékat kap a teend6krdl egy pozitiv teszt eredmény esetén.
Nagyon fontos, és a teszt utasitdsdban ki kell hangsulyozni, hogy diétat a szakszerd orvosi

kivizsgalas megtorténtéig nem szabad elkezdeni.

Az anti-TG2 antitest meghatdrozasok ma mar napi rutinnd véltak, de még mindig nehéz az
IgA hidnyos betegek szdmara megfelelS teszteket valasztani. Az IgA hidnyos személyeknél az
IgG TG2 antitestek hasonldan viselkedtek, mint normal IgA szint esetén az IgA TG2
antitestek, és klinikai jelent6séglik is azonos volt. Az IgG TG2 antitestek gluten-dependens
jellege szintén igazolhatd volt. Ez aldtdmasztja azt, hogy az IgA hidnyos coeliakids betegeknél
ugyanannak a betegségnek a spektrumat Iatjuk, csupan technikailag nehezebb a diagndzis.
Mivel elvi kilénbség nincs, a diagnosztikus folyamatnak sem kell kiilonb6znie. Az 1gG anti-
TG2 antitest mérése elsé vonalbeli neminvaziv vizsgdlatként alkalmazhatd, és negativitasa
esetén nem kell rutinszerlen vékonybélbiopsziat végezni IgA hidnyos betegeknél sem. Az
IgA és IgG TG2 antitest vizsgalat egylttes alkalmazhatdsagat populdcidsziirési vizsgalatok
soran is bizonyitottdak (Tommassini és mtsai, 2004). Az IgG vizsgalatok terjedése és
hatékonysaga nevel6 hatassal is volt, mert kordbban a rutin IgA antitestmérések mellett
nem mindig tortént meg a szérum IgA szint mérése sem a klinikai gyakorlatban, sem
szlrbvizsgalatokndl. Az IgA hiany felismerése kritikus a gyorsteszttel végzett antitest
kimutatasnadl, ezért kezdettél arra torekedtiink, hogy a coeliakia antitest és az Ossz IgA
kimutatast egyszerre végezzik. A kereskedelemben kaphatd teszt ezt az igényt lassabban

kovette, de a masodik generadcidos formaban mar mindkét kimutatadsi lehet6ség
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rendelkezésre all. Mas gyorstesztekben az IgA és 1gG anti-TG2 kimutatas kombindcidjat
alkalmaztak (Ferre-Lopez és mtsai 2004). Az IgA és IgG anti-TG2 kimutatds magas
specificitdsa miatt a sokkal gyengébb specificitasi hagyomanyos gliadin antitest vizsgalatok
fokozatosan kiszorultak a klinikai diagnosztikabol. A deamidalt peptidek elleni antitesteknél
viszont még normal szérum IgA szint esetén is az IgG anti-DGP eredmények érzékenyebbek
és specifikusabbak (Giersiepen és mtsai 2012), mint az IgA anti-DGP antitest eredmények. Ez
arra hivja fel a figyelmet, hogy keletkezésiikben a mukozalis immunredszer méasképp vesz

részt, mint az anti-TG2 és EMA antitestek termelésében.

A szérumbdl torténd antitestvizsgdlatokat kiegészitik a vékonybélbdl vagy mas szervekbdl
végezhetd antitestvizsgalatok, melyek kozvetlenlil a szovetekhez kotott antitesteket
mutatjak ki. Ez f6ként akkor jelentds, ha a szérumban az antitestek nem mutathatdk ki
(Salmi és mtsai 2006b). Egy masik alkalmazas a coeliakia korai eltéréseinek értékelése, ahol
a szovetekbe lerakédott IgA mar el6bb kimutathaté volt, mint a boholyatréfia.
Tanulmanyunkban 48 betegen azt vizsgaltuk, hogy az els6 klinikai kivizsgalaskor latszolag
normal vékonybél boholyszerkezetl betegeknél milyen a kés6bbi kimenetel. Ezeknél a
betegeknél a vérben nem vagy csak alacsony koncentraciéban voltak jelen anti-TG2
antitestek. A vékonybélbe lerakddott anti-TG2 antitestek jelenléte esetén tobb év utdn nagy
valdszinliséggel jelent meg klasszikus boholyatrofia, igy ezek az eltérések prediktiv értékliek
(Koskinen és mtsai 2008a). A bélrendszeren kivili szévetekben a TG2-specifikus antitestek
jelenléte feltarhatja e szervek részvételét a gluten-szenzitiv betegségekben és lehetGséget
ad addig ismeretlen eredetl és emiatt nem gydgyithatod szervi manifesztaciok (majbetegség,

szivbetegség, lymphadenopathia) hatékony kezelésére a gluten eliminacidjaval.

6.2. A transzglutaminaz coeliakia epitopja

A coeliakias anti-TG2 antitestek konformacié-dependens kot6dést mutatnak. Molekularis
modellezéssel és irdnyitott mutagenesis segitségével egy Osszetett TG2 epitépot
azonositottunk, mely konformacids és 3 domén részvételével alakul ki. Az epitdp kdzpontja
a 153-154-es glutaminsavak korili felszin, melyhez kozel van a 19-es arginin és a 659-es
metionin is. Eredményeink alapjan e két utébbinak is szerepe van a kot6désben, bar a 153-
as és a 19-es aminosav egylttes részvétele latszik a legfontosabbnak és 6Gnmagdban
elegend6. Emiatt az antitestek a molekula kinyildsa és az enzimreakcid soran is kotve
maradhatnak. A bazikus argininek gyakran részei felszini epitépoknak, és kombindciojuk
ellentétes toltésli savanyu aminosavakkal, mint példaul a 153-as vagy 154-es
glutaminsavval, energetikai szempontbdl kedvez6 kot6helyet képezhet. Kimutattak, hogy a
kot6édés erGssége ugy is modellezhetd, hogy az antitest megkot6dése révén a molekula
mekkora felszine valik rejtetté, azaz a kotés mekkora valtozast okoz az oldattal érintkez6

felszinben (Rajamani és mtsai 2004). Az 19-153-154-es aminosavak részvétele esetén ez
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jelent6s, amit a 659-es lefedése még tovabb fokoz. Az N-termindlis rész vagy a C-terminalis
rész alternativ médon is elegendé a coeliakia antitestek kot6déséhez, mig a core domén
tertiletén levé aminosavak szerepe obligat. A coeliakia antitestek egy részénél és a MAb885
esetén a 19-es aminosav egyedili cseréje nem okozott valtozast a kotGdésben, de
kompeticios vizsgalatokban ezek is versengtek a masik csoporttal, ahol a 19-es aminosav
cseréje esetén a kotédése csokkent. A betegekbdl készitett monoklonalis antitestek esetén
jol kovethet6 volt, hogy ugyanazon betegben megtaldlhatdk azok az antitestek is, melyek
reagalnak és azok is, amelyek nem reagdlnak az R19S mutanssal, de minden monoklonalis
antitest kot6dése megszlint az R19S-E153S kett6s mutacid esetén. A két csoport kozotti
versengést mind a monoklonalis antitestekkel, mint természetes betegsavdkkal és az
azokbdl tisztitott IgA és I1gG frakcidkkal is igazolni lehetett. Ezek a vizsgdlatok azt is
bizonyitjak, hogy a coeliakidban termel6dé IgG antitestek azonos epitopot ismernek fel,
mint az IgA antitestek, igy alatdmasztjdk azt, hogy az IgG antitestek diagnosztikus

jelentGsége hasonlo.

Egy kordbbi vizsgdlat sordn aTG2 katalitikus triddjanak megvéltoztatasa (Byrne és mtsai
2004) is csokkentette a coeliakids antitestek kot6dését. Ez a terilet nem része a midltalunk
azonositott epitépnak, s6t a molekula épp ellentétes felszinén taldlhaté. A Byrne
vizsgdlatban a mutagenesis soran a kivalasztott aminosavakat alaninra cserélték, mely
azoban hidrofdob felszint és stabilitdsi problémakat eredményezhet, kiilondsen azt is
figyelembe véve, hogy a 277-es cisztein a molekula vazat merevité egyik legnagyobb
hélixének végén talalhatd. Ezért lehetséges, hogy az aktiv hely mddositdasa a konformacids
epitop torzuldsat okozta. Sajat vizsgalataink soran (Kiraly és mtsai 2009) a 277-es cisztein
szerinre torténé cseréje nem csokkentette a coeliakidra vonatkozd antigenitdst. Azt is
kimutattuk, hogy a coeliakias antitestek a m(ikod6 enzim felszinén megkoétédve maradnak.
Ez nehezen képzelhetd el, ha épp a katalitikus centrum volna a koétGhely, mivel az antitestek
jelenlétében folyamatosan termelGdnek a keresztkotott termékek, mig az antitestet magat
az enzim nem hasznalja szubsztratként (Kirdly és mtsai 2006). A coeliakia antitestek egy
aktiv helyre kot6d6 gliadin-analdg inihibitor jelenlétében is jol kot6dtek (Myrsky és mtsai
2009b), ez gyakorlatilag kizarja azt, hogy maga az aktiv hely lenne a f6 epitép. Eredményeink
viszont 6sszhangban vannak a tobbi korabbi epitoptérképezési vizsgalat eredményeivel,
annak ellenére, hogy azokban a kovetkeztetések gyakran mdsok voltak. Ugy tiint, hogy
fliggetlen epitépokrél van szé6 a molekula tobb szerkezeti egységén. Sblattero és
munkatdrsai viszont kimutattdk, hogy az N-termindlis domént és a core domén els6 részét
tartalmazd fragment a legfontosabb a kot6édésben (Sblattero és mtsai 2002). Ez megfelel
annak, hogy az 6sszetett epitép centruma a 153-154-es aminosavak koril van. Az el6z6
vizsgdlatok igazoltdk azt is, hogy az N-terminadlis és C-terminalis rész is részt vesz a coeliakia

antitestek kotésében. Ezek olyan kozel vannak egymdshoz a csukott formdaban, hogy
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onmagukban is kozos epitdépot alkothatnanak, bar az I-llI-IV domén mutanssal kapott
eredményeink azt jelzik, hogy a core domén részvétele nélkiil effektiv kotGhely nem jon
létre (Simon-Vecsei és mtsai 2012). A coeliakia antitestek kotédését gatldé MAb885
kot6helye is a core doménen van, az N-teminalis és C-terminalis mutaciéi nem befolyasoljak
(50. d&bra), igy az utdbbiakhoz torténé kot6dés semmiképp sem fliggetlen a molekula
kozéps6 részének részvételétsl. Erdekes kérdés azonban az, hogy hogyan kétédhettek a
coeliakia antitestek a Seissler vizsgdlatban olyan fragmentekre is, mint a 227-687-es darab,
mely az epitépnak sem N-terminalis (19), sem a core doménen lév6 f6 aminosavait (153-
154) nem tartalmazza (Seissler és mtsai 2001). Valdszind, hogy a vizsgalatban alkalmazott
folyadékfaziszi kotdédés (immunprecipitacid) kozben ez a fragmentum is kedvezé alakot
vehetett fel, habar a reakcid csak a savdk 69%-anal marad meg és a kotddési jel is jelentbs
csokkenést mutatott. A 659-es aminosav korili felszin ebben a mutansban jelen volt és
annak core doménnel hataros részét a 400 korili aminosavak stabilizalhattak, igy az epitép
mintegy fele lényegében rendelkezésre allt. Sajat vizsgalatainkban eddig nem készitettlink
431-es mutaciét (ezen a helyen egy valin helyezkedik el, mely neutralis toltés(i), bar a
modellezés szerint a 431-es valin az S4 és S5 kalciumkotShely kozotti felszinen van és
oldalldnca hasonlithat a PQPQLPY motivumot tartalmazé gliadin peptidekben |évé leucin

oldallancara.

Az epitdp szerkezetével kapcsolatban felmeriil6 mdasik lényeges kérdés az volt, hogy a
konformacios epitopok mellett vannak-e linearis kot6helyek is. Az urea és guanidin
jelenlétében végzett kot6dési vizsgdlatok azt mutattdk, hogy jelentGs linearis két6hely nincs,
a kotédés konformacios epitdépot kivan. Ezért tovdabbi kisérletekre volt szikség annak
elbirdlasara, hogy az altalunk készitett mutaciok hatasa ténylegesen azokon az
aminosavakon keresztili kotést rontotta el, amelyeket megvéltoztattunk, vagy indirekt
modon egy masik, tavoli kot6hely felszinét deformalta. Erre jo példa volt kisérleteink
kezdetén a 158-as glutaminsav pontmutacidja, mely nem is a felszinen, hanem a core
domén els6 alfa-hélixének belsejében, annak bazisa koriil helyezkedik el (30. dbra). A
kristdlyszerkezeteken végzett mérések szerint ez a mutacié ugy vezetett a kotddés
csokkenéséhez, hogy a hélix délési szogét billenthette el. Ez a hatds megvaltoztatja a hélix
tetején lévé 153-as és 154-es aminosavak relativ helyzetét az N-termindlis domén elsé
hélixén 1évé 19-es argininhez képest, és nagy valdszinlséggel igy teszi tonkre a
konformacios epitépot akkor is, ha magukat a felszini aminosavakat nem is cseréltiik ki.
Ezért olyan mutacidk készitésére torekedtiink, melyek hatasa az ismert kristalyszerkezetek
alapjan jobban megitélhet6 és a felszini aminosavak cseréje nem vezet a hidrogénkotések
megvaltozasdhoz sem. A 154-glutaminsavnak megfelel6 199-es helyen a Xlll-as véralvadasi
faktorban egy bazikus lizin van, de egyébként a core domén felszine a két fehérje

kristdlyszerkezelében nagyon hasonlé és ez egy szabad mobilis oldalldnc, jelent6s
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hidrogénkotések nélkil. A Xlll-as faktor egy szerkezetileg homoldg transzglutaminaz, de a
coeliakias antitestek szamara nem joé antigén. Ha a TG2 fehérjében a 154-es aminosavat
glutaminra cseréltiik, sem a katalitikus aktivitds, sem a coeliakias antitestek kot6dése nem
csokkent, azaz ennek a szabad oldallancnak a mutacidja nem okozott konformacidvaltozast.
Ezért a kisérleteinkben a 154-es aminosavat lizinre is kicseréltiik. Ez az E154K mutans viszont
hasonld antigén volt, mint az E153S mutdns. Az R19S-E154K-M659S harmas mutacio
ugyanugy megsziintette a coeliakia antitestek kotédését, mint a R19S-E1535-M659S harmas
mutacidé. Kimutattuk tovabbd, hogy a MADb885 antitest kotédését is befolydsolta az E154K
mutacid (50. dbra), bar kisebb mértékben, mint a betegbdl szarmazé monoklonalis egylancu
antitestek kotGdését (38. dbra). Ezek az eredmények egyittesen azt tdmasztjak ald, hogy az
altalunk létrehozott mutacidk a coeliakia antitestek kot6dését nem indirekt médon a fehérje
konformacidjanak elrontasa révén, hanem valéban a horgonyzépontok cseréjével
valtoztatjdk meg. A f6bb mutdnsoknal vizsgaltuk a CD spektrumot is, melyben szdmottevé
eltérés nem volt. A TG2 enzimmuUkddései is az intakt térszerkezethez kotottek. A R19S
mutans transzamiddld aktivitdsa megtartott volt. A 153-as helyet érint6 mutdnsok is
rendelkeztek keresztkotd aktivitdssal, bar ez annak megfelel6en alacsonyabb volt, hogy ez
az aminosav egyben a katalitikus aktivitashoz sziikséges kdlcium megkotésére szolgalo egyik
kot6hely része és a mutdcio a kalcium megkotésének zavaraval is jar (Kirdly és mtsai 2009).

Ezek a mutdsok viszont GTP-az aktivitdst mutattak (Simon-Vecsei és mtsai 2012).

Egy masik vizsgalatban (Teesalu és mtsai 2011) azt észlelték, hogy heparin hozzaadasa
csokkenti a coeliakids antitestek kotédését. A kozelmultban a TG2 hepardnszulfat
kot6helyét a 202-222 aminosavak koriili felszinre lokalizaltak (Wang Z és mtsai 2012b). Sajat
vizsgdlatunkban a gyorsteszt kifejlesztése soran azt észleltiik, hogy a heparin valéban nem
annyira jol koti a TG2-antitest komplexeket, mint a gelatin, az eredmények azonban nagyon
heterogének voltak. A kész, kereskedelmi gyorstesztnél a vért heparinos kapillarisba veszik,
és ez nem okoz csokkent jelet. Lehetséges, hogy ez a mennyiség még nem interferdl a
kot6déssel, vagy valdszinlibb az, hogy a TG2 a hemolizis sordan aggregdlédhat és igy
elegendé kot6helye van arra, hogy a coeliakia antitesteket és a heparint is megkosse. Sajat
vizsgdlatainkban a S1 kalciumkot6hely mutansa, mely a 228-233 k6zott aminosavak komplex
mutdacidjat tartalmazta, ugyanolyan jél kototte a coeliakias antitesteket, mint a vad TG2
fehérje. Meg kell azt is jegyezni, hogy a Wang vizsgdlatban nem tisztitott rekombindns
fehérjékkel vizsgaltak a heparanszulfatok kot6dését, hanem sejtlizatumokkal kilonb6z6 TG2
konstrukcidk kifejezése utan, igy a kot6désben mar sejtkomponensek is interferenciat
okozhattak.

Betegsavobdl szarmazé és betegekbdl készitett monoklonalis antitestekkel végzett
kompeticios kisérletekkel kimutattuk, hogy a kiilonb6z6 betegek antitestjei ugyanahhoz a f6

coeliakias epitophoz kotédnek, és hogy ennek dominancidja évtizedeken at tarté aktiv
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betegség sordn is megmarad. Hosszan kovetett betegeinknél is hasonléd maradt az antitestek
epitopspecifitdsa. Ez azt jelenti, hogy az anti-TG2 antitestek képzddése szabdlyos, adott
felszin ellen iranyul és nem véletlenszer(ien a TG2 ellen. Az autoimmun betegségekben
altaldban gyakori az intramolekularis epitope sreading, azaz fokozatosan az autoantigén
egyre tobb epitdpja ellen immunvalasz keletkezik (Schlosser és mtsai 2005), és hasonld a
coeliakidban minor autoantigén, a calreticulin esetében is kimutathaté (Sanchez és mtsai
2003). Ezzel szemben a coeliakia antitesteknél alig van szomatikus hipermutécio, ami az
antitest epitop-érésére (affinity maturation) utalna (Di Niro és mtsai 2012). A feln6tt
betegeknél ugyan kisebb volt a kotédés csokkenése a f6 mutansoknal, mely lehet
masodlagos epitopspecificitdsok kovetkezménye, de ezek mértéke csekély volt és a f6
epitop dominancidja végig megmaradt. Kisérleteinkkel tovabba igazolni tudtuk, hogy a korai
latens fazisban lév6 betegek antitestjeinek epitdpja is ugyanaz, viszont mas autoimmun
betegségekben termel6ds anti-TG2 antitesteknél ez a jellegzetes epitopkotédési mintazat
nincs meg. Ezeknek az eredményeknek diagnosztikus jelent&sége van. Vad TG2 fehérjével és
a relevans mutansokkal végzett ELISA alapjan ugyanis elkiilonithet6k a valédi coelidval
kapcsolatos antitestreakcidk az egyéb, nem specifikus antitestektél. F6ként feln6tteknél és
majbetegségek esetén gyakoriak a nem coeliakia eredetl anti-TG2 antitestek, melyek
diagnosztikus nehézséget okozhatnak. Ezeknél a betegeknél nincs tarsuld boholyatrophia és
altaldban az EMA vizsgdlati eredmény sem pozitiv. Az epitdpspecifitds kimutatasanak az a
konzekvenidja, hogy a jellegzetes mintadzat esetén mas autoimmun betegségek jelenléte

ellenére is tovabbi kivizsgalas, szOvettani vizsgalat indokolt.

6.3. A coeliakias antitestek keletkezése és biologiai hatasai

A coeliakia antitestek jellegzetes velejaréi az aktiv coeliakia betegségnek, de nem
coeliakiasoknal nem fordulnak el6. A gliadin bevitel provokalja a deamidalt peptidek elleni
antitestek termelését, de az anti-TG2 keletkezése nem tisztazott; megjelenését a haptén-
carrier elv alapjan magyarazzak. A T-sejt epitopok altaldban linedrisak és nem azonosak a B-
sejt illetve antitest epitépokkal. A TG2 coeliakia epitdpja az antitestek szdmdra az aktiv
betegség alatt illetve fagyasztott metszetekben jol hozzaférhet6, ezt bizonyitja az in vivo
kot6édés és az EMA tipusu diagnosztikus reakcid. Tanulmdnyainkban kimutattuk, hogy
monoklonalis nem coeliakia eredetl anti-TG2 antitestek a deamidalt gliadin peptideket is
felismerik. A keresztreakcid tobbféle kompeticios vizsgalattal és coelidkias tisztitott paciens
antitestekkel is aldtamaszthatd. Mivel a peptidek primer aminosav szerkezete nem egyezik a
TG2 szekvenciaval, a jelenség haromdimenzids hasonldsdgon alapul. Ezt a hasonlésagot
aldtamasztja az is, hogy a molekularis modellezés és kristalyszerkezeti mérések szerint a
gliadin peptidek bizonyos pozicidjdban gyakori EPQL (a PQPQLPY deamidalt valtozatdban)
motivum a HLA-DQ2 molekuldaba kétédéskor a f6 coeliakias epitdp 153-as és 154-es (és 431-

es) aminosavanak térbeli szerkezetére hasonlithat, mig a kisérletesen igazolt EQ homoldgia
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a TG2 mds C-termindlis terileteivel is keresztreakciéhoz vezet. Ezen eredmények alapjan a
coeliakia antitestek megjelenésében a molekularis mimikri is szerepet jatszhat. Ez nem
jelenti azt, hogy a haptén-carrier elmélet nem érvényesiilhet, a kett6 egymadssal
kombindldodhat. Mindkét elméletben kulcsfontossagl szerep jut a TG2-specifikus B-
sejteknek, mint a gliadint bemutaté és ennek eredményeként a T-sejt altal aktivalhaté nem
professziondlis antigénbemutatd sejteknek. Ha a B-sejt specifitdsa megfelel a coeliakia
epitopnak, akkor az annak mimotdpjaként hatd gliadin peptid a B-sejt felszini
immunglobulinjaba kozvetlenil is belekdt6dhet és nem csak a haptén (TG2) részen keresztil
keriil felvételre. Emiatt a bekebelezési és prezentdlasi folyamat effektivitdsa megnéhet és az
ilyen B-sejt preferencialis T-helper szigndlokat kaphat a gliadinra specifikus T-sejtektdl.
Ennek megfelel6an a bemutatott gliadinok szelekcidja nem csak a DQ2/8 szintjén, hanem
mar a B-sejtbe vald bekeriléskor is irdnyitott lehet. A B-sejt (DQ) felé néz6 gliadin gyokok T-
sejt valasszal kapcsolatos antigenitasat megszabd jellegzetes elrendezédését (1.4bra) mar
kiterjedten vizsgaltdk, ezért sokkal érdekesebb, hogy a peptidekbdl a T-sejtek milyen
motivumokat latnak. Ebbél a szempotnbdl a prolingylir(ik latszanak fontosnak, és a legtobb
erésen immunogén peptidben ezekbdl 4 vagy 3 is taldlhatd, tipikus tavolsagra. Ezért ugy
tlnik, hogy maguk a T-sejtek is valamely szabdlyos szelekcid vagy suppresszids hidny
eredményei lehetnek. A korabbi genomikai vizsgdlatok szamos olyan human gént
azonositottak, melyek a gliadinnal részben homoldg szerkezet(i részeket is kddolhatnak

(Kumar és mtsai 2000). Ezek tovabbi kutatasa indokoltnak latszik.

A coeliakia autoantitestek megkot6dnek a célszervekben lévé TG2 felszinén. A tisztitott
coeliakias anti-DGP antitestekkel azonban nem észleltiink sem EMA tipusd, sem mas
jellegzetes fest6dést immunfluoreszcens vizsgalatainkban. Lehetséges, hogy ezek a
vizsgdlatok nem voltak technikailag elég érzékenyek, de az eddigi adatokbdl gy tlnik, hogy
az anti-DGP 06ndllé bioldgiai aktivitdsa egyel6re nem igazolhatd. A tisztitott teljes IgA
frakciéval végzett vizsgdlatokban észlelt hatdsok TG2-specifikus tiszitott vagy monoklonalis
coeliakias antitesttel is létrehozhatdk voltak. Az anti-TG2 IgA (IgA hidny esetén IgM)
antitestek lerakddasa a szovetekben viszont minden coeliakids betegre jellemz6 és
kimutatasa diagnosztikusan hasznosithaté. Ez tdmogatja azt a nézetet, hogy az EMA tipusu
anti-TG2 antitestek kozrejatszhatnak a coeliakia patoldgiai jelenségeinek kialakuldsaban.
Mivel a vékonybélen kivili szovetekbdl ritkdbban vesznek biopsziadt és azt is csak nagyon
jelent6s klinikai manifesztaciok esetén, nem megleps, hogy az egyéb szovetekben
megkotddott antitestek kimutatasakor e szervek betegsége is fennallt. Erdekes médon a
placenta bolyhok a vékonybéllel analdg felszincsokkenést mutattak, amely Gj megfigyelés.
Cerebellaris ataxids betegeknél mar kordbbi vizsgalatokbdl ismert, hogy a legfontosabb
eltérés a hipoxiara nagyon értzékeny Purkinje sejtek pusztuldsa és az erek korul kialakuld

gyulladds (Hadjivassiliou és mtsai 1998, 2002). Sajat antitest vizsgalatainkban pedig az
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agyban is az anti-TG2 antitestek kisereken torténé lerakédasat észleltiik (Hadjivassiliou és
mtsai 2006).

A coeliakias vékonybélben az anti-TG2 antitestek az érstrukturak extracellularis felszinén
lévé TG2 fehérjéhez kotédnek, igy mind a bélbolyhok vérellatasat, mind boholyvazat
merevité miikodését zavarhatjak. Cadaver vizsgdlatokbdl régdta ismert, hogy aktiv
coeliakiaban a vékonybélben |évé erek szama kevesebb, elrendezédése kéros és kimutattuk,
hogy falukban kevesebb izomelem taldlhaté (Myrsky és mtsai 2009a). A sejtkulturakban
végzett kisérletekben a coeliakias antitestek gatoltak az angiogenesist és az endotél sejtek
mozgdsat, mely az értubulusok képzéséhez fontos. Az értubulusok képzédésének
csokkenése jol reprodukalhatd volt a kiilonféle vizsgalati rendszerekben és a TG2 fokozott
katalitikus aktivitdsaval jart, mely megfelel az antitestek biokémiai hatdsanak.
Vizsgdlatainkban a coeliakias anltestek hasonlé mechanizmussal in vitro fokoztdk a gliadin
athaladasat a hamsejteken (Rauhavirta és mtsai 2011). A vaszkularis permeabilitas is
megndtt, (Myrsky és mtsai 2009b), mely kozrejatszhat gyulladasos folyamatos
meginduldsaban. A vékonybél hipoxias dallapotat jelzi a hypoxia-indukalt faktor 1 alfa
(HIF1alfa) fokozott expresszidja is (Vannay és mtsai 2010). Bar az érképz6dés egyes lépéseit
mas TG2 gatld antitestek is befolyasoltak, ezek nem hoztdk létre az Gsszes coeliakiara
jellemzd eltérést. Tovabbi kisérletekkel igazoltuk, hogy a coeliakias betegek antitestjei ugy
kotédnek az enzimhez, hogy annak aktivitasat fokozzdk, és hogy ez a fokozédas elsésorban
az extracellularis TG2 m(ikodésére vonatkozik. Kimutattuk tovabba, hogy a megnovekedett
TG2 hatdsara a RhoA anyagcsereut aktivalddik. Kordbbi irodalmi adatok szerint az aktiv
RhoA hatdsara hasonlé sejtkarosodas és motilitasi zavar kovetkezik be, mint azt a
kisérletekben észleltiik. A konstitucionalisan aktiv RhoA csokkenti a sejtproliferaciot és a
motilitast (Morin és mtsai 2009) valamint gdatolja az endotél sejtek megfelel6

polarizacidjanak kialakulasat (Philippova és mtsai 2005).

Ezek az eredmények, Osszevetve azzal, hogy anti-TG2 antitestek gyakorlatilag minden
coeliakias betegben kimutathatdk, a coeliakia antitestek fontos patogenetikai szerepét
aldtamasztjak. A sulyos boholyatréfia kialakuldsaban betoltott direkt szerepik azonban
tovabbi igazoldsra szorul. Ennek kimutatasa jelenleg nehéz, mivel nincs megfelel6
allatmodell. Egy nude egereken végzett vizsgdlatunk kezdeti eredményei azonban biztatok.
Megfigyeltiik tovabba, hogy az anyai IgG coeliakids antitestek passziv transzportja esetén az
Ujszlilottben magas antitest szint és a szovetekben IgG anti-TG2 lerakddas alakul ki. Az
atkerilt antitestek epitdpspecificitdsa azonos volt az anya szérumdban |év6 antitestekével.
Egyes gyermekekben ezzel parhuzamosan klinikai tineteket (hasmenés, majkarosodas) is
megfigyeltiink, valamint az aktiv coeliakidban szenvedd és szeropozitiv anyak gyermekeinek

sziletési sulya alacsonyabb volt. Direkt bizonyitékot azonban arra, hogy boholykarosodas is
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létrejott volna, nem sikeriilt szerezni. A tovabbi kutatas szempontjabdl az latszik fontosnak,
hogy az antitestekkel in vivo rendszerben is elérjiink valamilyen bioldgiai hatast, mivel mar
vannak specifikus inhibitoraink, melyekkel aztan eldénthetd, hogy ez a hatas TG2 fehérjén
keresztil jon-e létre illetve coeliakia jellegl-e. A simvastatinnal specifikusan gatolhaté a
RhoA aktivacidja, a MAb885 pedig magat az antitestkot6dést tudja specifikusan gatolni. A
MADb885 hatasa érdekes, mert bar ugyanarra az epitdpra kotédik, sem a TG2
enzimaktivitdsat nem befolydsolja, sem a tubulusképzést. A MAb885 és a coeliakids
antitestek egyittes addsakor nem jon létre endotél sejteken a coeliakids antitestek hatdsa.
Valészinlleg ez azzal magyardzhatd, hogy kotddési epitdpja csak részlegesen egyezik meg a
coeliakias antitestek kot6helyével, bar ez elegendd a kompeticiohoz. A MAb885 a coeliakids
szovetekrdl is képes levalasztani az oda in vivo megkot6dott IgA antitesteket, igy bizonyos
terdpids potenciadl is remélhet6. Ennek elbirdldsdhoz azonban sziikség van a sejteknél

komplexebb bioldgiai rendszerekben vald vizsgalatara.

Az a torekvésiink, hogy az anti-TG2 keletkezésének okaként valamely egyértelm( 6rokletes
defektust taldljunk, egyel6re nem jart eredménnyel, azonban ezek a vizsgdlatok tovabb
folynak. Megdllapithaté, hogy a coeliakias betegeknek olyan adottsdgai vannak, melyek
fokozott T-sejtes valaszra vagy gyulladasra hajlamositjak 6ket. Azt, hogy a gliadinon kivil
milyen egyéb triggerek lehetségesek, pontosan nem tudjuk, a toll-like receptorok fokozott
primer expresszidja barmilyen kiilsé mikroba ellen fokozottabb reakciéval jarhat. Erdekes,
hogy ezeknek hajlamositd tényez6knek és genetikai variacioknak a megoszlasa
populacidnként valtozik. Ez arra utal, hogy magaval a kérfolyamattal csak laza kapcsolatban
vannak. A genetikai variaciok kozil hdrom nem primeren immunsejtekkel kapcsolatos gén
kiemelendd, mely altalanos sejtbiolégiai jelentGsége miatt érdekes lehet. Az integrin 4 alfa
(ITGAA4) és az lipoma-preferred partner (Lpp) protein a sejtek adhézidjaban és motilitdsaban
jatszanak szerepet, a myosin IX pedig egy motoros fehérje mely a sejten belll egyes
molekulak és vezikuldk transzportjdban vesz részt, amit tobbet kdzott a Rho fehérjék is
befolydsolnak. A sejtes kisérletekben a motilitdsi és adhéziés funkcidknak a valtozasat
észleltik coeliakids antitestek jelenlétében, igy ezeknek az anyagcserefolymatoknak a
tovabbi vizsgdlatat tervezziik a csalddi rizikdval sziiletett gyermekek koldokzsindrjabol

preparalt sejteken.

6.4. Az antitestvizsgalatok szerepe a coeliakia uj diagnosztikus kritériumainak
kidolgozasaban

A legutébbi évtizedben a coeliakiarél alkotott ismereteink jelentésen fejl6dtek. Korai
életkorban kialakuld malabszorpcié esetén vagy késSbb nyilvanvald gasztrointesztinalis
manifesztacidnal viszonylag egyszerlien megtorténik a coeliakia diagnosztizdlasa és kezelést

irnak el6. Ezért a betegség hosszabb tavu szov6dményeire azoknal kell szamitani, akiknél az
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emésztérendszeri manifesztacid szerény vagy hidnyzik, esetleg a vékonybél szerkezete
alapjan nem lehet egyértelmd diagndzist megallapitani (foltos eltérések, szerény strukturadlis
karosodasok). A szovettani vizsgalat néha aluldiagnosztizdlja a coeliakiat, ha a metszetek
orientaciéja nem megfelel6. Ez a sajat 268 szeropozitiv beteglink kozlil 58-nal (22%),
meglep6en magas ardnyban fordult el. Néhany irreverzibilis kdrosodas hosszabb tavon
ennek ellenére kialakulhat, példaul majkarosodas, csontrikulads vagy idegrendszeri eltérések.
A demenciaval és cerebellaris ataxia jelentkezé betegeknél altaldban nincsenek gyomor-
bélrendszeri tlinetek. Sok szeropozitiv csalddtagnal is nehéz lehet a diagndzis, mert szlréssel
a szérum antitesteket sokkal korabban is ki lehet mutatni, mint a tiinetek megjelenése. llyen
esetekben a vékonybélben megkot6dott antitestek jelenlétének vagy a szérum antitestek
jellegzetes epitdspecificitdsanak igazolasa segithet annak eldéntésében, hogy fals pozitiv

antitest leletrdl vagy a coeliakia korai eltéréseirdl van-e szo.

A betegek szama ma jelentGsen magasabb, mint kordbban. Ezért indokolt lenne a coeliakia
diagnosztika egyszer(Usitése. A hagyomanyos kritériumok szerint a diagndzis kimondasdhoz
vékonybél szovettani vizsgalat sziikséges, azaz invaziv vizsgalat elvégzése, mely
gyermekeknél tobbnyire altatast is igényel. Tekintettel arra, hogy magas szérum antitest
szintek esetén igen magas az esély arra, hogy a vékonybélben mar van atrofia, az ESPGHAN
Uj diagnosztikus kritériumai - egyértelmuen coeliakiara jellemz6 klinikai tinetek és HLA-DQ2
pozivitas esetén - ma mar megengedik a biopszia nélkiili diagndzist, ha az antitest pozitivitas
megerdsithets az atlagos anti-TG2 vizsgalatnal specifikusabb EMA vizsgdlattal is. Ennek az Uj
koncepcidnak a gyakorlati alkalmazdsa azonban még szamos tisztazatlan kérdést felvet.
Nehéz definialni, hogy mi tekinthet6 magas antitest szintnek azokkal az ELISA vagy mas anti-
TG2 kimutatasokkal (példaul Luminex assay), melyeket eddig kutatdsi vizsgadlatokban nem
tanulmdnyoztak. A kit-ek sokfélék és kiilonboz6képp szamitjdk ki a szdmszerd antitest
értékeket, igy nemcsak az antigén kilonbsége, hanem a mérési eljaras is eltérhet. A NEQAS
korkontroll adatai alapjan azonban a legtobb kalibracids sorral mér6 ELISA esetén a normal
hatdrat tizszeresen meghaladd értékek (>10xULN) tényleg magas szérumszintet jeleznek. Ez
a hatarérték azonban nem minden kereskedelmi kitre altalanosithatd, a meglévéket és az
Ujabbakat is tovabb kell vizsgalni. A mérések ugyanannal a kit-nél is laboratériumonként
eltérhetnek, mely tovabi hibaforrds lehet. Az azonban elvarhatd, hogy a laboratériumok

tobbsége a magas értékeket valdban a kitnek megfelel6 magas tartomanyban mérje.

Az Uj ESPGHAN kritériumok masik jelentés kezdeményezése, hogy a coeliakidt mar nem
csupan enteropatiaként, hanem anndl komplexebb moddon definidlja. Az antitest
eredmények, a HLA-DQ markerek és a tlinetek is szerepet jatszanak a diagnozis
feldllitasdban. Ez lehet6vé teszi a korai eltérések értékelését is, azonban ilyenkor évatossag

szikséges a tuldiagndzis elkeriilésére. A coeliakia diagndzis véglegesitése az orvos és a

131



dc_308_11

beteg szamara is kényes és fontos |épés, hiszen egy életre sz6lé diagndzisrdl van szo. Ezért a
diagnosztikus komponensek sulyozasaval olyan pontrendszert alakitottunk ki, melyben a
coeliakia ellen szé6lé vizsgalati eredmények (nincs HLA-DQ2 vagy DQS8, negativ szérum
antitestek) negativ sulyszamot kapnak. A coeliakidra igen jellemzé eltéréseket (EMA, Marsh
lllb és C) viszont pozitiv sulyszamokkal vettik figyelembe. Nehéz a szévettani eredmények
koziil az enyhe |ézidk besorolasa, mivel Marsh | eltérést sok mas betegség is okozhat. Ezért
erre nem adtunk kiilon pontot, csak akkor, ha a nydlkahartydban az in vivo kot6dott
coeliakia antitestek is megtaldlhatdék voltak. Az igy Osszedllitott Symptom-Antibody-
Genetics-Endoscopy/histology (SAGE) score Osszeg 4 vagy afeletti értéke jo 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 kdvetés
koran kialakult. llyen pontrendszerek haszndlata megkonnyitheti az Uj diagnosztikus
kritériumok gyakorlati alkalmazdsat. A pontrendszer kialakitdsdban szerepl6 tételek kozil
hidnyzik még a HLA-DQ meghatarozdsnal nagyobb pozitiv prediktiv érték(i genetikai
eredmény. A kutatasok azonban a kés6bbiekben taldlhatnak ilyen eltéréseket vagy

hajlamosité tényezGket, melyek a pontrendszerbe kés6bb beilleszhet6k.

Osszefoglalasul azt mondhatjuk, hogy a transzglutaminaz-ellenes antitestek tanulmanyozasa
sok Uj informacidval gyarapitotta a coeliakiardl alkotott képet, felismerésiik és kimutatasuk
diagnosztikusan fontos és jelenlétiik magyarazhatja a coeliakia egyes klinikai jelenségeit. Az
antitestek bioldgiai hatdsanak tovabbi kutatdsa elvezethet a coeliakia igazi kérokanak

feltarasahoz.
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. Uj megallapitasok

Munkatarsaimmal igazoltuk, hogy a coeliakidban észlelhet6 endomysium, reticulin és
jejundlis antitestek kizarélagos antigénje és kozO0s antigénje a a 2-es tipusu
transzglutaminaz enzim.

Igazoltuk, hogy a gluten ataxia immunoldgiailag a coeliakia formakorbe tartozé
betegség, k6z0s autoantitest jellemzéik alapjan.

Els6ként irtuk le, hogy a coeliakia emésztérendszeren kivili tiinetei esetén az érintett
szervekben gluten-dependens autoantitest lerakddas talalhatd, els6ként észleltiink
coeliakia antitesteket a szivizomban.

Els6ként igazoltuk, hogy a coeliakia antitestek lerakéddsa megel6zi latens betegekben a
boholykarosodas kialakulasat.

Azonositottuk a coeliakids transzglutamindz-ellenes antitestek jellemzé kot6dési
epitopjat.

Kimutattuk, hogy a coeliakia antitestek szoveti kotédése és in vitro angiogenezist gatld
hatdsa ezen f6 epitdp kdzvetitésével valosul meg.

Kimutattuk, hogy a coeliakidban illetve egyéb betegségekben szenveddk
transzglutaminaz-ellenes antitestjei kiilonb6z6 epitépokhoz kotédnek.

Els6ként taldltunk specifikus kompetitor antitestet, mely a coeliakids antitestek szoveti
kot6dését és hatdsait gatolja.

Els6ként ismertiik fel a gliadin peptidek és a 2-es tipusu transzglutaminaz felszinének
hasonldsagat és igazoltuk kisérletes antitest reakcidkkal.

Els6ként alkalmaztam a beteg sajat transzglutaminaz antigénjét az antitestek
diagnosztikus kimutatdsara.

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

Munkatarsaimmal els6ként végeztiink coeliakia szlirést IgA hidnyos véraddkban és 10%-
os el6fordulast talaltunk.

Els6ként végeztiink coeliakia népességsz(irést helyszini gyorsteszt alkalmazasaval.
Els6ként végeztiink coeliakia népességszlirést Magyarorszagon és megallapitottuk, hogy
6 éves korban az el6fordulas 1.4%.

Els6ként végeztiink coeliakia népessségszirést laikus értékelGkkel (védbndk).

Az antitest meghatarozdsok technikai javitdsaval hozzajarultunk az Uj eurdpai,
noninvaziv coeliakia diagndzist lehetévé tevd irdnyelvek kialakitdsdhoz.

Kimutattuk, hogy a coeliakids antitestek kot6désekor a transzglutamindz aktivitas
fokozddik.

Kimutattuk, hogy a sejtkulturdban a coeliakids antitestek hatdsara a RhoA anyagcsere

utvonal aktivalodik.

133



19.

20.
21.

22.

dc_308_11

Els6ként irtunk le klinikai és immunolégiai jelenségeket anyabdl az Gjszilottbe kerild
passziv antitest transzfer kapcsan.

Els6ként mutattuk ki a placentaba lerakédott anyai antitesteket coeliakidban.

Uj, coeliakidra hajlamosité genetikai eltéréseket irtunk le és Uj, a betegséggel
Osszefligg6 géneket ismertink fel (haptoglobin, THEMIS, RUNX3, TNFRSF14, MMEL1,
PLEK, CCR4, CD80, KTELCI, BACH2, MAP3K7, PTPRK, ZMIZ1, ETS1, CIITA, SOCS1, CLEC16A,
ICOSLG).

Kifejlesztettiik az elsé coeliakia diagnosztikus pontrendszert (SAGE).
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10. Kdszonetnyilvanitas

ElGszor is szeretném koszonetemet kifejezni szlileimnek odaadd tdmogatasukért és
turelmukért, hogy hosszu tavolléteimet oly sokszor elviselték és hogy olyan kevés id6t

toltottem velik.

Szeretném koszonetemet kifejezni mestereimnek, Dr. B.Kovécs Judit f6orvosnének, Dr.
Markku Maki tamperei professzornak és Dr. Fésis LaszIlo akadémikusnak, akik a coeliakia
klinikai ismereteiben, a coeliakias antitestek tanulmanyozasaban és transzglutaminaz

enzimek kutatasa teriletén mindvégig tirelemmel vezettek és mindig segitségemre voltak.

Szeretném tovabba megkdszonni tartds tdmogatdsukat Dr. Oldh Eva professzorasszonynak
és Dr. Balla Gyorgy professzornak, a Debreceni Gyermekklinika igazgatdinak valamint a Heim
Pal Gyermekkdrhaz kordbbi és jelen vezetdinek, koztiik elsésorban Dr. Goracz Gyula, Dr.
Harmat Gyorgy, Dr. Nyerges Gabor és Dr. Czinner Antalnal professzoroknak, Smrcz Ervinnek,
valamint Dr. Nagy Anikd és Dr. Saracz Judit igazgatén6knek. Goracz Gyulanak kiilon
koszonettel tartozom, mint patolégus munkatarsamnak is, aki mindig megbizhaté és
konzekvens leleteivel nagymértékben el6segitette a transzglutamindz antitestek klinikai

értékének felismerését és igazoldsat.

Koszonettel tartozom Dr. Nagy Ivan f6éorvosnak, aki munkam kezdetén lehetGséget adott
arra, hogy laboratériumaban dolgozzam, valamint utédainak, akik munkdmhoz a kés6bbiek

segitséget adtak.

Koszéndom Dr. Karpati Sarolta professzornak, hogy felkette érdeklédésemet a coeliakia
antitestek kutatdsa irdnt, megtanitott az immunfluoreszcens technikara és kezdeti

kutatasaimat tamogatta.

Koszonom kutatotasaimnak, elsGsorban Tuula Haltunennek, Kaija Laurildnak, Kiraly
Rdébertnek, Kapitany Anikdnak, Dr. Papp Maridnak, Katri Linforsnak, Katri Kaukinennek, Kati
Juuti-Uusitalonak, Segio Caja-nak, Bagossi Péternek, PhD hallgatéimnak, Dr. Nemes Evanak,
Simon-Vecsei Zsofidnak, és Toth Boglarkanak, valamint a Tamperei csoport PhD
hallgatdinak, Tiina Raivionak, Tiina Rauhavirtanak, Essi Myrskynek segitségiiket, tandcsaikat

és a k6z0s munkat.
Ezuton is koszonom klinikai és kérhazi orvoskollégdimnak, kiilondsen Dr. Gyimesi Juditnak,

Dr. L6rincz Margitnak, Dr. Meichelbeck Krisztinanak, Dr. Tumpek Juditnak, Dr. Opre

Juditnak, Dr. Kadenczki Orsolyanak, Dr. Toth Laszlénak, a velem dolgozd n6véreknek
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valamint Barabas Beatrix és Vajda Nagy Erika dietetikusoknak, asszisztenseimnek, dr
Ivanyiné Karajz Katalinnak, Nagyné Nagy Erzsébetnek, Nagy Laszlonénak és Lengyelné
Bodor Agnesnek segitségiiket, tamogatasukat és megértésiiket a klinikai munka, kutatds

valamint a betegellatas soran.

K6sz6ndm a kutatasi egylttmikddést és tdmogatdast Dr. Sipka Sandor professzornak és a
Debreceni lll. Belkinika Immunlabor munkatarsainak, Dr. Ingrid Dahlbomnak (Uppsalai
Egyetem, Svédorszag) Dr. Paivi Saavalainennek és kutatdcsoportjanak (Helsinki Egyetem,
Biomedicum, Finnorszag), Dr. Jukka Partanennek és kutatdcsoportjanak (Helsinki Vérellatd
és Szovettipizald Laboratérium), Dr. Marios Hajdivassiliounak (Shieffield-i Egyetem, Anglia),
Dr. Hassan Naimnak (Hannoveri Allatorvosi FSiskola, Németorszag), Dr. Alessando
Venturanak és Dr. Tarcisio Notnak és kutatdiknak (Trieszti Egyetem, Olaszorszag), Dr. Araté
Andras professzornak, Dr. Veres Gabornak, Dr. Dezs6fi Antalnal és a Semmelweis Egyetem I.
Gyermekklinika gasztroenteroldgiai kutatocsoportjanak, Pusztai Jdnosnak és Jdnosnénak, a
Szolnoki Lisztérzékenyek Egyesiiletének, a megyei kérhazak gyermekgasztroenterolo-
gusainak, koztlik kilondsképp Dr. Szabados Katalinnak, Dr. Balogh Martanak és Dr. Horvath
Agnesnek, valamint a kutatasokban és sz(irévizsgalatokban résztvevé védénéknek,

betegeknek és csalddjaiknak.

Szeretnék koszonetet mondani még az aldbbi kutatasi tdmogatasokat rendelkezésemre
bocsatd szervezeteknek: OTKA K6168 és 10788, TET IT4/2007, Marie Curie Transcom IAPP
PIAP-GA-2010-251506, TAMOP 4.2.1./B-09/1/KONV-2010-0007, EUFP6 PreventCD,

Pirkanmaan Sairanhoitipiiri EVO, Finnish Coeliac Society.
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Background: IgA class serum autoantibodies against type 2 (tissue) transglutaminase (TG2) bind to both
intestinal and extraintestinal normal tissue sections in vitro, eliciting endomysial, reticulin, and jejunal
antibody reactions. It is not known whether similar binding also occurs in coeliac patients in vivo, and may
thereby contribute to disease manifestations.

Aims: To investigate intestinal and extraintestinal coeliac tissues for the presence of in vivo bound TG2
specific IgA and its relation to small intestinal mucosal atrophy.

Patients: We investigated jejunal samples with normal villous morphology from 10 patients with
developing coeliac disease who subsequently progressed to a flat lesion, from 11 patients with dermatitis
herpetiformis, and from 12 non-coeliac controls. Six extrajejunal biopsy samples (liver, lymph node,
muscle, appendix), obtained based on independent clinical indications from patients with active coeliac
disease, were also studied.

Methods: Double colour immunofluorescent studies for in situ IgA, TG2, and laminin were performed. IgA
was eluted from tissue sections and tested for TG2 specificity by enzyme linked immunosorbent assay and
indirect immunofluorescence.

Results: IgA (in one IgA deficient case IgG) deposition on extracellularly located TG2 was detected in
iejunal and extrajejunal specimens of all coeliac patients, and also in seven of 11 dermatitis herpetiformis
patients, of whom two had no circulating endomysial antibodies. IgA eluted from extraintestinal coeliac
tissues was targeted against TG2.

Conclusions: Coeliac IgA targets jejunal TG2 early in disease development even when endomysial
antibodies are not present in the circulation. Extraintestinal target sites of coeliac IgA further indicate that

autoimmune HLA DR3-DQ2 or DR4-DQ8 haplotype, daily

ingested wheat, rye, and barley proteins induce small
intestinal villous atrophy and crypt hyperplasia, resulting in a
symptomatic gastrointestinal disease.' * Clinical research has
also focused on gluten induced entities with no or mild
gastrointestinal symptoms where extraintestinal manifesta-
tions predominate—for example, malignant diseases,’ osteo-
penia and bone fractures,® infertility and unfavourable
outcome of pregnancy,” ¢ liver disorders and diseases,” central
nervous system involvement,®”’ autoimmune myocarditis,"
and potentially even the general development of autoimmune
diseases.'" The classical extraintestinal disease is dermatitis
herpetiformis where ingestion of gluten induces a blistering
skin disease which can develop even in individuals with
normal small intestinal morphology.”” Coeliac type gluten
sensitivity is not restricted to villous atrophy, which in fact
develops gradually from a normal mucosal morphology."”
Both gastrointestinal and extraintestinal symptoms, and even
complications, may occur in the early stages when the
mucosal morphology is still considered normal.® ** *°

The pathogenetic mechanisms of gluten induced small
intestinal mucosal lesions are not fully understood,” even less
so in the case of extraintestinal manifestations. A general and
disease specific phenomenon is the occurrence of circulating
gluten dependent autoantibodies which target transglutami-
nase 2 (TG2)." " TG2 is also the antigen for the in vitro
binding of coeliac IgA antibodies to intestinal and extra-
intestinal normal tissues, such as the liver, kidney, appendix,
oesophagus, and umbilical cord sections, used in endomysial,
reticulin, and jejunal antibody laboratory assays.'® ' These

I n a certain proportion of individuals carrying the extended

humoral immunity may have a pathogenetic role.

antibodies are present in the jejunal juice* and are produced
solely in the intestinal mucosa.”

Recent studies indicate that coeliac antibodies reduce the
enzymatic activity of TG2 in vitro and,” similar to mono-
clonal TG2 antibodies, inhibited transforming growth factor
(TGF-P) mediated epithelial cell differentiation in an in vitro
small intestinal crypt villus axis model.” Although these
results prove that autoantibodies exert biological effects, their
role in the immunopathology of the coeliac mucosal lesion,
which is currently considered to be primarily a T lymphocyte
mediated disorder, is a matter of debate. Indeed, it is not
known to what extent TG2 autoantibodies reach their
intracellularly produced enzyme autoantigen throughout
the body in vivo, and whether autoantibody targeting
precedes mucosal deterioration.

It has been repeatedly observed that the small intestinal
epithelial basement membrane region contains deposited IgA
in patients with active coeliac disease,”** and such IgA
deposits have also been found in the subepithelial area and
on subepithelial fibroblasts by immunoelectron microscopic
studies.”” Whether this IgA is bound to any specific target is
not known.

In this study, we hypothesised that in vivo deposited
IgA targets TG2 and sought to establish whether
extraintestinal TG2 specific autoantibody deposition occurs
in coeliac patients with extraintestinal manifestations.
Furthermore, we investigated if small intestinal subepithelial

Abbreviations: ELISA, enzyme linked immunosorbent assay; PBS,
phosphate buffered saline; TG2, transglutaminase type 2 or tissue
transglutaminase; TGF-B, transforming growth factor B
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Table 1 Presenting clinical characteristics andsymptoms=—
in patients with a normal small intestinal villous
architecture

Patients with developing

coeliac disease (n=10) or

dermatitis herpetiformis  Non-coeliac
n=11) controls (n=12)

Diarrhoea

Short stature

Iron deficiency anaemia

Constipation

Asymptomatic family
members of known
coeliac patients

Rash 11 0

wWw——0 WU

OQON MO

immunoglobulin deposition occurs in the early stages of
disease development when the mucosal morphology is still
normal.

MATERIALS AND METHODS

Jejunal biopsy samples

Samples from three sources were investigated. (i) Ten
patients (aged 4.4-32 years at presentation, median 7.8)
with developing coeliac disease and an initially normal small
intestinal villous structure were studied. These patients were
prospectively followed up, they consumed normal gluten
containing food, and 4-33 months later (mean 9.3) devel-
oped overt coeliac disease with a flat mucosa. Initial samples

Korponay-Szabd, Halttunen, Szalai, et al

11Were evaluated at the time of the first biopsy when the
final diagnosis was not known. (ii) Eleven patients (aged
3.6-57 years, median 10.4) with untreated dermatitis herpe-
tiformis were studied who had typical IgA deposits in the
dermal papillae but normal jejunal mucosal architecture at
presentation. (iii) The third group comprised 12 non-coeliac
control patients (aged 1-17 years, median 4.6) with a
normal small intestinal mucosa. Controls were negative for
serum endomysial antibodies while all 10 patients in group
(i) and five in group (ii) had circulating endomysial
antibodies in serum. Clinical characteristics are presented in
table 1.

Biopsies were obtained from the jejunum by Watson
capsule and were cut into two pieces. One piece was fixed
in formaldehyde for routine histology and the other was snap
frozen in liquid nitrogen and stored at —70°C until use.

Other organ samples

A study was made of frozen tissue samples from six
additional patients who underwent biopsies from organs
other than the small bowel while they had active coeliac
disease. All of these biopsies had been performed based on
clinical indications independent of the evaluation of coeliac
disease (table 2). Samples were traced retrospectively and
included two lymph nodes, one skeletal muscle, two liver
biopsy samples, and a non-inflamed appendix. As controls,
one lymph node, three liver, and six appendix samples from
non-coeliac patients were included. These had been removed
in unrelated surgical interventions and were histologically
normal. All biopsies were performed for diagnostic purposes
and informed consent was obtained.

Table 2 Clinical and laboratory characteristics in coeliac patients who had extrajejunal tissue removed

mesenterial lymph
node enlargement
Appendix Technical at

laparoscopy

3 M/18 Progressive gait  Skeletal muscle Suspicion of
disturbance, biopsy progressive
known but not neuromuscular
treated coeliac disease
disease

4 F/3 Cystic fibrosis, Liver biopsy ~ Acute liver
anaemia, enlargement
steatorrhoea,
parvovirus B19
infection, elevated
liver transaminase
values

5 F/12 Elevated liver Liver biopsy HBsAg positivity
transaminase
values, selective
IgA deficiency

6 M/3 Proteinuria, Kidney biopsy Proteinuria
selective IgA
deficiency

Jejunal Colocalisation of

Patient Sex/age  Symptoms Removed Indication for Routine Serum biopsy ~ Outcome on a antibody deposits
No (y) and signs tissue biopsy/removal  histology EMA fitre histology gluten free diet  with TG2
1 M/13 Ancemia, iron Mesenterial  Suspicion of Normal* 640 (IgA) SVA Marked clinical Yes

deficiency, lymph node  malignancy improvement,

mesenterial lymph normal villi

node and right

testis enlargement

Testis biopsy ~ Suspicion of Normal ND
malignancy

2 F/14 Diarrhoea, weight Mesenterial ~ Suspicion of Normal 640 (IgA) SVA Symptom free, Yes

loss, anaemia, lymph node  malignancy refused a control

iejunal biopsy

Normal Yes

Normalt 40 (IgA)  PVA Improved gait, Yes
normal villi

Steatosis 320 (IgA) SVA Died of progressive Yes

liver failure. Near
normal villi at

autopsy
Normal 5120 SVA Symptom free, Yes
(IgG) control jejunal

biopsy not done

Mesangial IgG 1280 SVA Symptom free, ND

deposition (IgG) normal villi

*Also with immunohistochemistry for T and B cell markers.
tAlso with histochemistry and electron microscopy.

hepatitis B surface antigen; ND, not done.

EMA, serum endomysial antibodies; PVA, partial villous atrophy with crypt hyperplasia; SVA, subtotal villous atrophy; TG2, transglutaminase type 2; HBsAg,
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IgA (green) and transglutaminase 2 (TG2, red) in the normal jejunum (A, D, G), in the early developing stage of coeliac disease (B, E, H) and

in the coeliac flat lesion (C, F, 1). (B) Subepithelial IgA deposits in the villi and around crypts in the mucosa with a normal architecture and (C) in the flat
mucosa developed four months later in the same patient. IgA deposits colocalised with TG2 (E, F, H. 1), as indicated by the yellow merging of the labels.
Both deposited IgA and TG2 were closely related to vessels shown in blue (I, J, arrows). (K) Similar jejunal IgA deposits in a patient with dermatitis
herpetiformis and negative serum endomysial antibodies. (L) Crypt basement membrane laminin (red band) with coeliac IgA (green) deposits. There
was only partial oveﬁop (yellow) on the extracellular surface of the laminin. Bar=50 pm.

Immunofluorescent studies

Unfixed 5 pm thick sections of patient tissues were investi-
gated for deposited immunoglobulins by direct immuno-
fluorescence using fluorescein isothiocyanate labelled rabbit
antibodies against human IgA, IgG, and IgM (Dako AS,
Glostrup, Denmark) at a dilution of 1:40 in phosphate
buffered saline (PBS), pH 7.4. These stainings were also
performed as multicolour procedures where patient immu-
noglobulins were shown in green and extracellular matrix
proteins in red using rhodamine conjugated antimouse or
antirabbit secondary antibodies, as described elsewhere.'® "
The primary antibodies used were monoclonal mouse
antibodies against TG2 (CUB7402; NeoMarkers, Fremont,

California, USA), and rabbit antibodies against fibronectin
(Dako) and laminin (Dako), respectively, diluted 1:200 in
PBS. For investigation of the relation of patient immunoglo-
bulins to blood vessels, green was used for detection of
patient IgA, red for TG2, and blue for an endothelial
marker (rabbit antibodies against von Willebrand factor
(Dako) followed by AMCA conjugated secondary antirabbit
antibodies (Vector Laboratories, Burlingame, California,
USA)).

Elution of IgA and TG2 from tissue sections
Unfixed cryosections were washed twice in PBS to remove
blood and related antibodies. A solution of 0.25% chloroacetic
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lymph node ——

Non-coeliac Coeliae

Appendix

Coeliac

— Skeletal muscle — 1

Coeliac

Coeliac

Figure 2 (A) Non-coeliac lymph node double stained for IgA (green) and transglutaminase 2 (TG2, red). (B) In vivo deposited IgA (green) on reticulin
fibres in a lymph node from a coeliac patient (case 1 in table 2). (D) Normal appendix with cIigA in epithelial cells. (E-1) Appendix from a coeliac patient
(case 2) with in situ IgA deposits (green) on reticulin fibres (E), endomysium (F, arrow), and pericryptal subepithelial layer (H), corresponding to TG2

localisation in red (G). (J-L) Skeletal muscle from a coeliac patient (case 3) with an endomysial TG2 pattern (J) and endomysial I?A deposits (K, green).

Colocalisation of IgA deposits with TG2 in all three coeliac specimens is indicated by yellow (C, I, L). There was no merging

centres or epithelial IgA (green in C and 1). Bar=50 pm.

acid (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) with 0.2 M/l
NaCl, pH 2.7, was then used as the eluent”® and applied to
the sections for 20 minutes. The eluates with chloroacetic
acid were neutralised with 1 M/l imidazole, washed in
PBS, concentrated by centrifugation on 10K membranes
(Microsep, Pall Corporation, Ann Harbor, Michigan, USA),
and lyophilised. Treated sections were washed twice in PBS
and examined by immunofluorescence for the remaining IgA
and TG2 in tissues, as described above.

Sections from extraintestinal samples, from six coeliac and
three dermatitis herpetiformis jejunum samples, were inves-
tigated by immunofluorescence after choroacetic acid treat-
ment. Lyophilised tissue eluates were prepared from a coeliac
liver, lymph node, and a non-coeliac liver.

Detection of coeliac antibodies in serum samples and
tissue eluates

Endomysial antibodies were investigated in serum samples
and tissue eluates by an indirect immunofluorescent method
on monkey oesophagus, normal human umbilical cord,
jejunum, and appendix sections, as described elsewhere."
The initial dilution was 1:2.5 in PBS, and samples

www.gutinl.com

or IgA in the germinal

non-reactive at this dilution were considered negative.
Eluates were also tested on TG2 knockout mouse (TG2—/
—) jejunum as a substrate, and on TG2—/— jejunum coated
with human recombinant TG2 expressed in Escherichia coli,”
as previously described."

Tissue eluates were tested for the presence TG2 and IgA by
western blot” and for TG2 specific IgA by ELISA using
microtitre plates coated with fibronectin (Sigma, St Louis,
Missouri, USA) and recombinant TG2, as described by Achy-
uthan and colleagues.’® Also, plates coated with rabbit
antibodies against mouse IgGl (ICN, Aurora; dissolved in
0.03 M bicarbonate buffer, pH 9.6) and CUB7402 monoclonal
TG2 specific capture antibodies were applied to further verify
the presence of both TG2 specific IgA and TG2 in the eluates.
Bound IgA was detected with peroxidase conjugated rabbit
antibodies against human IgA, as described previously.”

RESULTS

In vivo deposited IgA in the coeliac jejunum

In non-coeliac jejunal biopsy samples, IgA was detected only
inside plasma cells and epithelial cells (figlA). In contrast,
clear subepithelial IgA positivity was found along the villous



In vivo bound transglutaminase autoantibodies

IgA/TG2

Non-coeliac Non-ceeliac

— IgA deficient cogliae

Figure 3 IgA or IgG (green) and transglutaminase 2 (TG2, red) in the
liver of a non-coeliac patient (A-B), and from an IgA competent (C-D,
case 4 in table 2) on(flgA deficient (E-H, case 5) coeliac patient. In
coeliac patients, there was IgA (in IgA deficiency IgG) deposition on
reticulin fibres (C, G). Yellow in (D) and (H) indicates colocalisation of
deposits with TG2. Bar=50 pm.

and crypt basement membranes in jejunal samples from all
10 coeliac patients, both in the developing stage of the
disease when the villous architecture was still normal and
also later when the mucosa had deteriorated to the typical
flat lesion (fig 1B, C, same patient).

This IgA positivity pattern was identical to the normal
tissue localisation of TG2 (fig 1D, G; red) which appeared
merged into yellow in the coeliac mucosa due to colocalisa-
tion with IgA deposits labelled in green (fig 1E, F, H, I). This
colocalisation was also seen on reticulin fibres of lymphoid
follicles (fig 1H, asterisk) and on trabecular structures which
appeared fragmented in the flat lesion (fig 1F, arrow). IgA in
plasma cells or inside crypt epithelial cells did not merge into
yellow in either normal or coeliac mucosa. Both coeliac IgA
and TG2 were arranged around mucosal vessels, shown in
blue (fig 1 I, J, arrows). Coeliac IgA was located on the
extracellular surface of laminin (fig 1L), and also showed a
close relation to fibronectin (not shown). Similar IgA
deposits were present in seven of 11 patients with dermatitis
herpetiformis who had a normal jejunal villous structure at
diagnosis. Two dermatitis herpetiformis patients who had
clear jejunal IgA deposits were negative for circulating IgA
class serum endomysial antibodies (fig 1K).

Jejunal IgM and IgG positivity did not differ between
coeliac and control samples.
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n vivo deposited IgA in extrajejunal tissues

To establish whether coeliac IgA can reach TG2 in extra-
intestinal tissues, we examined by double immunofluores-
cence two coeliac lymph nodes, two liver samples, one
appendix, and one skeletal muscle specimen from coeliac
patients (table 2, figs 2, 3). Specimens were normal (cases 1,
2, 3,5, and 6 in table 2) or showed only non-specific changes
(case 4, liver steatosis; table 2) by conventional microscopy.
All of these tissues contained abundant TG2 in endomysial
localisations or around reticulin fibres both in non-coeliac
controls (fig 2A, 3B) and in coeliacs (fig 2G, J; fig 3D, F, H,
red). Tissue IgA was not related to endomysial or reticulin
structures in non-coeliac lymph node (n=1), appendix
(n=6), or liver (n=3) samples and appeared only inside
epithelial cells or in the centre of lymphoid follicles (fig 2A,
D; fig 3A, B, green). However, in coeliac samples there were
heavy IgA deposits on reticulin fibres also (lymph nodes,
appendix, liver (fig 2B, E, H; fig 3C)) and on endomysial
structures (muscular layer of the appendix, skeletal muscle
(fig 2F, K)) which were colocalised with tissue TG2 (fig 2C, I,
L; fig 3D).

In vivo deposited 1gG in coeliac disease with IgA
deficiency

In the case of IgA deficiency (cases 5 and 6 in table 2), IgA
deposits were missing (fig 3E, F) but TG2 related IgG deposits
were seen in the liver (fig 3G, H) and also on archive electron
microscopic kidney pictures of case 6 (not shown).

Investigation of in vivo IgA-TG2 autoantigen binding
Colocalisation of in vivo deposited antibodies with TG2, both
in the jejunum and also in extraintestinal tissues, strongly
suggested that the specific target for coeliac antibody binding
is TG2. To obtain direct evidence, we eluted deposited IgA
from extraintestinal tissues for further studies.

We used chloroacetic acid to disrupt TG2 binding to
fibronectin® and to release the in vivo deposited IgA together
with released TG2. Treatment of the sections resulted in
disappearance of extracellular IgA deposits in sections from
both the extrajejunal and jejunal coeliac samples, while IgA
in plasma cells and epithelial cells remained visible on
immunofluorescence (fig 4A, B). Likewise, in tissues, TG2
became undetectable by monoclonal TG2 specific autoanti-
bodies after elutions with choroacetic acid.

TG2 specific IgA in coeliac tissue eluates

To ascertain that both TG2 and IgA are found in eluates,
western blot and ELISA studies were conducted with
concentrated eluates prepared from a coeliac and a non-
coeliac control liver, and from a coeliac lymph node. A clear
band at 80 kDa, corresponding to the molecular weight of
TG2 was, as expected, equally detectable with monoclonal
TG2 antibodies both in coeliac and non-coeliac eluates
(fig 4C). Human IgA was also detected both in coeliac and
non-coeliac eluates (data not shown).

However, when the eluates were tested by ELISA for TG2
specific IgA class antibodies, high optical density values were
obtained only with IgA eluted from the coeliac liver and
lymph node (0.578 and 2.551, respectively) but not with IgA
eluted from the control liver (0.052, representative values
from two independent elution experiments). This finding
indicates that IgA originating from non-coeliac tissues was
not directed against TG2. The result was confirmed in an
additional experiment where the eluates were added to
ELISA plates coated with TG2 specific monoclonal antibodies
and IgA was measured from the bound TG2 human IgA
complexes; coeliac liver eluate gave an optical density of
0.493 versus 0.107 obtained with the control liver eluate
(fig 4D).
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C Coeliac control
—— —
D,; E F.

-80 kD

Figure 4 Coeliac liver (A) and coeliac lymph node (B) double stained for IgA (green) and transglutaminase 2 (TG2, red) after elution with choroacetic
acid which releases tissue TG2. (C) Demonstration of TG2 in the eluates by western blotting. (D) TG2 specific IgA detected in the eluates by ELISA using
human recombinant TG2 antigen (bars 1-3) or anti-TG2 capture antibody (bars 4, 5): 1, 4: IgA eluted from a normal liver; 2: IgA eluted from the
coeliac lymph node; 3, 5: IgA eluted from the coeliac liver. (E-K) Indirect immunofluorescent stuc?ies with the eluates. (E) IgA (g?reen) eluted from coeliac

liver bound to recombinant human TG2 coated on TG2 knockout mouse jejunum and mer:

ed into yellow (F) when TG2 was labelled in red, while IgA

eluted from a normal liver did not bind (G-H). (I) Endomysial binding of IgA eluted from t%e coeliac lymph node to human umbilical cord. Binding of
IgA eluted from the coeliac liver to monkey oesophagus endomysium (J) and human appendix subepithelial band (K). Bar=50 pm.

Similarly, IgA eluted from coeliac tissues bound to human
recombinant TG2 applied on TG2—/— mouse tissues (fig 4E,
F), and also to the endomysial and reticulin structures of
human umbilical cord (fig 41), monkey oesophagus (fig 47J),
and normal appendix (fig 4K) sections. In contrast, IgA
eluted from the non-coeliac liver did not bind to any of these
structures (fig 4G, H). Furthermore, there was no IgA
binding to the TG2—/— mouse tissues with either the coeliac
or non-coeliac eluates.

The experiments above collectively demonstrate that
deposited IgA seen in coeliac tissues is targeted against TG2.

DISCUSSION

In the present study, we showed for the first time that in vivo
targeting of TG2 in coeliac disease occurs in the form of in
situ endomysial, reticulin, and jejunal subepithelial autoanti-
body binding. Patient IgA found deposited on extracellular
TG2 in the liver, lymph nodes, and muscles indicates that the
coeliac disease autoantigen is widely accessible to the
intestinally produced® circulating coeliac autoantibodies
throughout the body. Based on clinical evidence of the
occurrence of extraintestinal manifestations, coeliac disease
should be regarded as a systemic disease and not solely
involving the intestinal tract. The present primary observa-
tions may constitute one important denominator for gluten
induced extraintestinal disease manifestations.

This study also showed that coeliac autoantibodies are
deposited in the morphologically normal small intestinal
mucosa before they can be detected in the circulation, and
furthermore that the TG2 specific IgA deposition precedes the
formation of the gluten induced flat jejunal lesion. This raises
the possibility that autoantibodies against TG2, apart from T
lymphocytes, contribute to the pathogenesis of mucosal
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atrophy in both coeliac disease and dermatitis herpetiformis.
Also, in all other organs studied, TG2 was targeted by
autoantibodies, as shown by the TG2 specificity of the IgA co-
eluted together with TG2 from coeliac tissues. At the same
time, conventional elution agents (for example, urea) capable
of removing serum endomysial antibodies coated on tissue
sections,” did not extract any specific IgA from the same
tissues (data not shown), which would strongly argue
against the possibility that the eluted IgA represents
circulating (blood) antibodies.

However, in the gluten dependent skin disease of
dermatitis herpetiformis, IgA further targets type 3 transglu-
taminase in the skin.”

The coeliac disease autoantigen, TG2, is a ubiquitous
cellular protein which also functions on the cell membrane
associated with integrins.** In the extracellular space, TG2 is
involved in the cell-extracellular matrix interactions and also
in the remodelling and stabilisation of the extracellular
matrix.” As coeliac antibodies have been shown to influence
the protein cross linking enzymatic activity of TG2,* their
presence may interfere with the normal performance of the
enzyme in the turnover of the extracellular matrix and
cytokines. It may also be hypothesised that binding of
autoantibodies to TG2 also disturbs TG2 mediated cellular
adhesion. It has been shown that subepithelial blistering
leading to loss of surface epithelial cells occurs in the coeliac
mucosa,* coincident with findings indicating that the most
pronounced IgA deposition is characteristically seen sub-
epithelially.** ** None the less, ulceration is not a feature of
coeliac disease. Our study also showed that TG2 stands in
intimate relation with mucosal blood vessels where deposi-
tion of coeliac IgA (fig 11) might influence their nutritive and
architectural function. There is remodelling of vessels in the
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coeliac flat lesion, and angiogenesis is Veg 9(&1.)13m90§am1 l In conclusion, the widespread in situ endomysial, reticulin,

for mucosal regeneration on diet when a normal villous
structure without scarring is achieved.'

Coeliac disease may also induce architectural changes in
extraintestinal tissues—for example, dental enamel defects in
permanent teeth or loss of Purkinje cells in the brain.® *” Our
patients with extraintestinal manifestations and IgA auto-
antibody deposition in their organs evinced no specific
abnormalities on conventional histology (table 2). However,
some inflammation was present and it is possible that, as in
the case of the jejunum,” more time is required to develop
advanced lesions. The most general pathology, scarring,
seems to be related to the bioactivity of TG2*” and may be
inhibited by the presence of antibodies. The observed clinical
symptoms and signs (for example, size of the lymph nodes,
muscular weakness, and proteinuria) were clearly responsive
to gluten withdrawal, which suggests an ongoing pathology
in the respective organs. In situ endomysial antibody
deposition would also be a reasonable case for the gastro-
intestinal motility disorder observed in other clinical
studies.”® Direct evaluation of the effect and dynamics of
extraintestinal TG2 antibody deposition is especially difficult
as repeated biopsies were not possible in our cases. In
addition, our liver patients also had independent hepatic
diseases (case 4: cystic fibrosis, parvovirus B19 infection®;
case 5: hepatitis B infection). TG2 specific autoantibodies
found in the morphologically normal appendix again indicate
that a clinically silent deposition of TG2 specific antibodies in
various organs can occur in any coeliac patient. It remains to
be established which factors determine organ manifestations
or whether there are contributing factors directing the
antibodies to particular organs.

The ability of coeliac autoantibodies to inhibit the
bioactivity of TG2* and the resulting decrease in the
availability of active TGF-B* could also be part of the
mechanisms which elicit the diverse extraintestinal disease
entities. In fact, TGF-f is known as an elementary regulatory
growth factor in organogenesis and tissue homeostasis
maintenance, in addition to its known function as a
proinflammatory and immunosuppressive factor.
Furthermore, as the present results show the self-antigen to
be targeted by immunoglobulins early on in disease devel-
opment, it is intriguing to hypothesise that an initially
ongoing Th2-type mucosal inflammation passes on to the
classical Thl-type inflammatory process only later, as the
mucosa deteriorates.

As the histological changes in coeliac organ manifestations
are non-specific, examination of TG2 specific immunoglobu-
lin deposition by direct immunofluorescence might be a
useful diagnostic tool in the differential diagnosis of organ
diseases of unknown aetiology. For example, lymph node
enlargement, hitherto not acknowledged as a presenting
symptom in coeliac disease, was a prominent feature in two
of our patients.

TG2 related IgA deposits in the morphologically normal
jejunum were predictive of forthcoming overt coeliac disease
with villous atrophy. They may thus be regarded as a further
marker of developing coeliac disease and coeliac disease
latency, and a promising diagnostic tool in cases with low
grade enteropathy. In agreement with previous studies,” *°
our results support the notion that subepithelial IgA deposits
are specific for gluten induced enteropathy. However, further
studies are needed to confirm this in larger patient groups
and to explore the kinetics of IgA deposition in relation to
gluten intake and intraepithelial lymphocyte counts.
Moreover, it should be established whether humoral target-
ing of TG2 occurs in gluten induced peripheral or central
nervous system diseases, or heart, bone, or reproductive
system involvement.

and jejunal binding of TG2 specific IgA antibodies found in
the tissues of our coeliac patients with developing disease or
extraintestinal organ manifestations strongly supports the
concept that humoral immunity is involved in pathogenesis
of coeliac disease.
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The multifunctional, protein cross-linking transglutaminase 2 (TG2)
is the main autoantigen in celiac disease, an autoimmune disorder
with defined etiology. Glutamine-rich gliadin peptides from in-
gested cereals, after their deamidation by TG2, induce T-lympho-
cyte activation accompanied by autoantibody production against
TG2 in 1-2% of the population. The pathogenic role and exact
binding properties of these antibodies to TG2 are still unclear. Here
we show that antibodies from different celiac patients target the
same conformational TG2 epitope formed by spatially close amino
acids of adjacent domains. Glu153 and 154 on the first alpha-helix
of the core domain and Arg19 on first alpha-helix of the N-terminal
domain determine the celiac epitope that is accessible both in the
closed and open conformation of TG2 and dependent on the relative
position of these helices. Met659 on the C-terminal domain also can
cooperate in antibody binding. This composite epitope is disease-
specific, recognized by antibodies derived from celiac tissues and
associated with biological effects when passively transferred from
celiac mothers into their newborns. These findings suggest that
celiac antibodies are produced in a surface-specific way for which
certain homology of the central glutamic acid residues of the TG2
epitope with deamidated gliadin peptides could be a structural
basis. Monoclonal mouse antibodies with partially overlapping epi-
tope specificity released celiac antibodies from patient tissues and
antagonized their harmful effects in cell culture experiments. Such
antibodies or similar specific competitors will be useful in further
functional studies and in exploring whether interference with celiac
antibody actions leads to therapeutic benefits.

conformational epitope | endomysial antibodies | immunotherapy

ansglutaminase 2 (TG2, “tissue” transglutaminase, EC

2.3.2.13) is an ubiquitous cellular protein also present in
the extracellular matrix where it catalyzes Ca’*-dependent pro-
tein cross-linking via N'(y-glutamyl)lysine bonds or the deamida-
tion of glutamine residues. In addition, TG2 also has pleitropic
intracellular functions as GTP-ase, protein disulphide isomerase,
serine/threonine kinase and acts as adaptor on the cell surface for
fibronectin, integrins, syndecan 4 and other matrix proteins
regulating cell adhesion, differentiation, and survival (1). TG’s
complex structure and high sensitivity to ligand-induced confor-
mational changes (2) makes challenging to dissect the structural
basis for these interactions, and only the fibronectin binding site
on the loop with amino acids (aa) 94 and 97 (3) is known in de-
tails. Contradictory data exist also on the epitope recognized by
TG2-specific antibodies produced in celiac disease (celiac sprue),
an autoimmune condition resulting from intolerance to gluten-
containing cereals (wheat, rye, barley) that induce after their
TG2-mediated deamidation specific T-lymphocyte activation, in-

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1107811108

testinal inflammation, and villous atrophy in genetic susceptible
individuals carrying HLA-DQ?2 or DQS (4).

Celiac antibodies exert biological effects via TG2, partly by
gain in catalytic activity, on epithelial cell differentiation (5) and
transport (6), angiogenesis (7), vascular permeability (8), mono-
cyte activation (9), cell cycle progression (10), and apoptosis (11)
in cell culture experiments, and presumably also in vivo, but
direct evidence for the latter has not been yet provided. Animal
models remained incomplete (12) and IgA anti-TG2 antibodies
similar to those in patients’ serum (13) and bound in different
tissues in a greatly specific pattern along vessels and TG2-rich
endomysium (14) were not produced. A gluten-free diet nor-
malizes the gut lesions and eliminates TG2 antibodies from both
serum and tissues. Such a life-long diet is difficult to maintain
and therefore exploration of alternative treatment modalities is
in progress.

The monomeric human TG2 consists of four structural do-
mains (N-terminal p-sandwich, core, and two C-terminal p-
barrels) (1). In the presence of GDP, TG2 shows a closed confor-
mation with the transamidating catalytic triad on the core domain
in a hidden position [Protein Data Bank (PDB) ID code 1KV3]
(15). When TG2 is functioning as a Ca>*-dependent transgluta-
minase, C-terminal beta-barrels are displaced by 120 A and the
structure becomes open and extended (2) (PDB ID code 2Q3Z),
at least transiently. In earlier studies celiac anti-TG2 antibodies
bound to multiple (often complementary) fragments of human
TG2 (16-18), but to none of linear TG2 peptides expressed in
phage display (19). In another study, mutagenesis of the normally
buried catalytic triad decreased antibody binding (20). Celiac
antibodies do not bind well in Western blot (13) or in paraffin-
embedded tissues indicating conformation dependency of anti-
body recognition. Here we describe a single conformational TG2
epitope important for all investigated celiac patient samples and
potential target for immunotherapy. This celiac epitope involves
the first alpha-helix of the N-terminal domain, the first alpha-
helix of the core domain, and, additionally, the C-terminal
domain.
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Results
Binding of Celiac Antibodies is Related to a Calcium Binding Site on
the Core Domain of TG2 but does not Require Calcium lons. We
recently identified two adjacent Ca®* binding sites on the core
domain of TG2, S4 (aa 151-158) and S5 (aa 433-438), of which
S4 strongly determines antigenicity for celiac antibodies (21). As
these results were generated with multiple mutations of acidic
glutamate and aspartate residues in these regions, we wished to
precisely identify the anchor residues that form a celiac epitope.
We prepared now TG2 molecules bearing D151IN, E153Q,
E154Q, E155Q, E158Q, E158L, and R433S-E435S mutations
separately. From these, only changes at residue 158 abolished the
binding of celiac antibodies (Fig. 1), but 158 is not surface-
exposed and its mutations were found to have only indirect effect
on the position of the helix formed by the S4 site amino acids.
Lack of binding to TG2 denatured with urea (Fig. S14) indeed
confirmed that celiac autoantibodies do not bind to a linear epi-
tope. A mutation on the surface in Glul53 had significant
(p < 0.0001) but only moderate effect, so Glul53 could be one
potential anchor point for the binding of celiac antibodies, which,
however, might need cooperation with other surface structures to
form an epitope. Ca>* ions themselves did not contribute to the
formation of the celiac epitope as shown in SI Text and Fig. S1B.

Analysis of Further Binding Sites Outside the Core Domain. We next
used TG2 mutants each lacking one structural domain of TG2
(22) to locate celiac antibody binding sites further to S4. Previous
studies (2, 3) indicate that the N-terminal domain (I) expressed
alone, and also domains IIT and IV, will adopt a functional con-
formation independently of the core (II) domain. When the
domain mutants were applied in equimolar concentrations in
immunoassays, both domain I and II turned out to be important
for autoantibody binding (Fig. 1), and antibody recognition was
also influenced by the loss of domain IV (aa 585-687) but not at
all by the absence of domain III (aa 472-584). These results sug-
gested, in accordance with previous data (16-18), that parts of
celiac epitopes are found both on the N-terminal and C-terminal
domains. Importantly, patient antibodies, however, did not bind
to the mutant containing only domains I-III-IV but not domain II,
so in the absence of the anchor points on the core domain the
other celiac epitope parts were not capable to form a functional
binding site.

Three Anchor Points Determine a Composite Epitope Formed by Three
Distinct Domains and Two of These are Sufficient for Binding of Celiac
Antibodies. Molecular modeling was used to evaluate whether co-
operation of core domain Glul53 with other amino acids on the
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Fig. 1. Binding of celiac IgA serum antibodies (n = 7-28) in ELISA to wild-
type (WT) and mutant TG2s. Dash indicates median. ***, p < 0.001, compared
to WT. S4 contains the combined mutations D151N-E153Q-E154Q-E155Q-
E158Q (ref. 21). Roman numerals indicate presence of domains (I-1V).
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-terminal and/or C-terminal domains might form functional
epitopes. In the resting (closed) conformation of TG2 shown by
X-ray crystallography (1KV3) (15), the N- and C-terminal parts
of the molecule are close to each other and to the surface of
the core domain. Core domain Glul53 is in the closest proximity
to N-terminal domain Argl9 (12.9 A) and C-terminal domain
Met659 (16.8 A), and moreover, Argl9 is also close to Met659
(7.7 A) forming possibly a common conformational epitope
(Fig. 2). Mutants with changes of these amino acids to serine were
successfully expressed (Fig. S24). Each single mutation (R, R19S;
E, E153S; M, M659S) resulted in significant decrease in celiac
antibody binding (26.5%, 28.8% and 56.9% remaining binding
for R, E and M, respectively; Fig. 34) and combined mutations
caused proportionally greater changes (6.6%, 21.7%, 14.6% and
13.4% remaining binding for RE, EM, RM, and REM, respec-
tively). The bindings of autoantibodies from consecutively diag-
nosed 58 childhood (Fig. 34) and 18 adult celiac patients
(Fig. 3B) as well as of all eight tested single chain monoclonal
antibody clones (ScFv) (23) originating from celiac patients
(Fig. S34) were abolished when mutants RE and REM were
applied as antigens. Despite of the decreased binding of celiac
antibodies, these mutant TG2 proteins bound normally a large
set (22) of mouse monoclonal anti-TG2 antibodies, showed
appropriately folded structures in CD spectra and functionality
in fibronectin binding, transglutaminase and GTPase assays
(Fig. S2 B-D).

Further experiments with Factor XIII homologous mutants
targeting Glul54 (SI Text and Fig. S3 B and C) supported that
celiac antibodies directly bind to the TG2 surface delineated by
Argl19-Glu153-Met659. Anchor points homologous to Argl9,
Glul53, and Glul54 were found by library search in those animal
TG2 sequences and in human TG6 that are good celiac antigens
(Table S1), whereas blood coagulation Factor XIII, a related
transglutaminase not antigenic in celiac disease (24), contains
a positively charged Lys199 at position corresponding to Glu154.

To establish the relative importance of Argl9 and Met659 in
celiac antibody binding, we studied fibronectin-bound TG2 (25)
as a model of accessibility of TG2 epitopes in the extracellular
matrix where antibodies primarily encounter the autoantigen in
patients. Under these conditions, the mutations of Argl9 and
Glul153 had similar effects as seen above (Fig. S3D), but mutation
of Met659 alone did not alter celiac antibody binding and so
celiac antibodies may bind to TG2 also in its catalytically active

triad

Fig. 2. Three-dimensional view of TG2 in the closed conformation with the
N-terminal p-sandwich shown in blue, catalytic (core) domain in red, p-barrel
1 in cyan and B-barrel 2 in pink. The bound GDP, fibronectin binding site
(Asp94, Asp97) and catalytic triad (Cys277, His335, Asp358) are represented
as ball-and-stick side chains. The amino acids of the putative celiac epitope
with their lowest distances in angstroms (A) are illustrated as surface repre-
sentation (frame).
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Fig. 3. Binding of serum IgA from 58 celiac children (A) and from 18 celiac
adults (B) to TG2 mutants in ELISA. Bound antibody concentrations were
calculated from a calibrator curve (Fig. S2E) constructed from the concentra-
tion-dependent binding of mouse monoclonal anti-TG2 antibody TG100.
Binding to wild-type (WT) is 100%. All samples were examined in duplicates.
Dash indicates median. p < 0.0001 represents significant differences between
groups by ANOVA test. 433 = R433S-E435S (irrelevant control mutant),
R=R19S, E=E1535, M=M659S, RM = R195-M659S, RE = R19S-E153S,
EM = E1535-M659S, REM = R19S-E1535-M659S.

form when TG2 adopts an open-extended conformation where
domain IV with Met659 swings out (2). Measurements on the
position of Argl9 and Glul53 in this open-form crystal structure
(2Q3Z) did not show a difference in distance as compared to the
closed conformation (1KV3) (Fig. S3E).

Antibodies of Different Celiac Patients Recognize Parts of the Same
Epitope. Although all celiac patient serum samples displayed a
severely reduced binding to REM triple and RE double mutants,
their reaction showed some variability with the point mutant
where only the N-terminal anchor point (Argl9) had been chan-
ged (Fig. 3). Celiac patient-derived monoclonal ScFvs expressed
from phage libraries (23) belonged to two groups as well, one re-
acting with R19S and one not (Fig. S44). However, ScFvs belong-
ing to either group showed greatly reduced binding to Glul53
(E153S) or Glul54 (E154K) mutants and competed with each
other for the binding to wild-type TG2 (SI Text and Fig. S4B). IgA
and IgG antibodies differently recognizing R19S were purified
from sera of celiac patients (25), and these competed as well with
each other but not with nonceliac human IgG (Fig. S4C). Further,
we were able to develop a diagnostic ELISA with 98% sensitivity
and 96% specificity for measuring IgG class celiac antibodies in
subjects with selective humoral IgA deficiency by their concentra-
tion-dependent displacement effect (» = 0.88) on a known celiac
IgA tracer antibody (Fig. S4 D and E).
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isease Specificity of the Composite TG2 Epitope. During the devel-
opment of celiac disease, both early cases during the latent stage
when villous atrophy was not yet present and at diagnosing villous
atrophy showed low reactivity to Glu153 and Arg19 mutants with-
out statistical difference (Fig. 4). Interestingly, no or only limited
epitope spreading occurred during a follow-up for up to 17 y with-
out proper diet or upon later diagnostic gluten challenge (Fig. S5).
The serum samples from patients with other autoimmune diseases
(systemic lupus erythematosus, Sjogren syndrome, rheumatoid
arthritis; see SI Text for details) containing nonceliac anti-TG2 anti-
bodies but negative for antiendomysial or antideamidated gliadin
antibodies showed a clearly different binding pattern to the celiac
epitope (Fig. 4). Monoclonal TG2-specific mouse antibodies (mAb)
885 (Phadia) that had previously been found to target Glul53
(ST Methods) selectively interfered with the binding of celiac anti-
bodies to wild-type TG2, but they did not compete with the binding
of nonceliac TG2 antibodies (Fig. 5). These data collectively suggest
that celiac disease results in a particular and directed immune
response toward TG2.

The Composite TG2 Epitope Mediates in Vivo Tissue Binding of Celiac
Antibodies and their Biological Effects. To explore whether the iden-
tified composite epitope is also important under in vivo condi-
tions, we performed binding studies with antibodies isolated
from celiac tissues (Fig. 6). An extraintestinal tissue was chosen
for this experiment to avoid contamination with nonspecific IgA
present in gut plasma cells. Placenta specimens were available
from two celiac mothers and both contained high amounts of
TG2-bound maternal IgA antibodies in the wall of decidual blood
vessels and on the surface of the chorionic villous structures
(Fig. S6). This IgA was eluted with chloroacetic acid (14) and
showed epitope targeting pattern identical to the typical one ob-
served with celiac serum samples, as described above (Fig. 64).
Further, frozen placenta sections were subjected to competition
studies with mAb 885 and control mAbs. After incubation with
excess amounts of mAb 885 but not with buffer only or with iso-
type control mouse antibodies (Dako), in vivo tissue-bound anti-
TG2 IgA antibodies completely disappeared from the tissue as
shown by immunostainings and were released into the buffer
(Fig. 6B). After incubation of celiac tissues with CUB7402 anti-
TG2 mAb targeting a different TG2 epitope, celiac IgA remained
unchanged and did not appear in the buffer (Fig. 6B).

Because there is an altered vasculature in the celiac small bowel
mucosa and celiac antibodies deposit around vessels, a defective
angiogenesis was suggested to contribute to the architectural
changes eventually leading to mucosal flattening (7). Therefore,
we investigated the differentiation of commercial human umbili-
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Fig. 4. Binding to mutant TG2 proteins of serum IgA antibodies from
patients with early stage celiac disease (¢) without villous atrophy, manifest
celiac disease (A) with small bowel villous atrophy (n = 11) and from patients
with other autoimmune diseases (n = 11) (O), measured by ELISA. The bind-
ing to wild-type (WT) was set to 100%. Dash indicates median; ***, p < 0.001;
ns, not significant. R = R19S, RE = R19S-E153S, REM = R19S-E1535-M659S
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Fig. 5. Competition effect of mAb 885 on the recognition of wild-type TG2
in ELISA by antibodies from celiac disease patients (n = 6) and from nonceliac
autoimmune patients with anti-TG2 antibodies (n = 6). (A) Remaining IgA
binding in the presence of 18 pg/well mAb 885 if the binding without
mADb 885 was 100%. Values represent means =+ standard errors. (B) Compar-
ison of the displacing effect of anti-TG2 mAbs 885, CUB7402, TG100, or H23
(18 pug/well) using one of the celiac serum samples. Representative values
from three independently performed experiments.

cal cord vein endothelial cells (HUVEC) in matrigel as a standard
angiogenesis assay (26). In this assay, purified IgA from autoim-
mune patients with nonceliac TG2 antibodies caused only slight
nonspecific descrease in endothelial tubule formation similarly to
control IgA from antibody-negative healthy persons, but celiac
IgA significantly decreased tubule length (Fig. 6C) and formation
(Fig. S7C) and this effect was prevented in the presence of mAb
885. Similar effect was observed on cell lengths when mAb 885
was coadministered with purified monospecific celiac ScFvs to
HUVEC cells grown on collagen I (Fig. S7D).

Maternal Celiac Antibodies Transferred into Newborns Have Biologic
Effects. In parallel of antibody deposition in the placenta (Fig. 6B),
maternal IgG anti-TG2 antibodies were detected also in the
umbilical cords and sera of the newborns, and on the surface of
HUVEGs isolated from the umbilical cord (Fig. 6D). These anti-
bodies had the same epitope specificity as antibodies of their
mothers (Fig. 64), but as expected, IgA autoantibodies did not
cross the placenta. HUVEC cells exposed to maternal antibodies
before birth displayed abnormalities in their shape and spreading,
and lived for shorter time in culture compared to cells isolated
from babies with antibody-negative celiac mothers (Fig. 6D and
Fig. S6). These cellular changes were similar to those we observed
earlier when celiac IgA was added to normal HUVEC cul-
tures (7).

Discussion

The results presented here show a particular uniformity of gluten-
driven autoantibody production in celiac disease toward one
main conformational celiac TG2 epitope, characteristic for both
serum antibodies and tissue-derived monoclonal antibodies. In
contrast, TG2 antibodies from subjects with other autoimmune
diseases prefer other binding sites. These findings make possible
to design interfering compounds for further research and with
potential to explore therapeutic use.

The main anchors points of this celiac epitope are Glu153 and
Glul54 on the edge of the first alpha helix of the core domain
of TG2, but they also need one more anchor point either on
the N-terminal or C-terminal domains. The N-terminal anchor
point is formed by the first helix containing Arg19. Arginins often
form part of epitopes, and cooperation of Glu153 with Argl9 is
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Fig. 6. Tissue-binding and biological effects of celiac antibodies mediated by
the celiac TG2 epitope. (A) Epitope specificity of serum IgA (1, 2), of IgA
eluted from celiac tissues (IgA placenta 3, 4) and of passively transferred
maternal IgG from newborn serum measured using mutant TG2 proteins
in ELISA. R =R19S, E = E153S, M = M659S, RE = R19S-E153S, REM = R19S-
E1535-M659S, 433 = R4335-E435S. (B) Celiac IgA (green) in vivo deposited
in the placenta and on the surface of chorionic villi (arrows) merge to yellow
after incubation of the tissue sections with CUB7402 anti-TG2 mAb and
double-stained by anti-mouse antibodies (red). After incubation with mAb
885 the IgA signal is no longer visible and anti-TG2 IgA is detected in the
buffer by ELISA. No IgA was released by incubation with isotype control
mAb (IgG1) or CUB. (C) IgA from celiac (CD) patients (n = 5), autoimmune
patients with nonceliac TG2 antibodies (n = 6) and biopsied antibody-nega-
tive controls (n = 3) were administered alone or together with mAb 885
to normal HUVECs in matrigel and vessel formation was measured. Median
lengths of endothelial tubules +SD are shown compared to wells without
antibodies set to 100%. The term ns represents not significant; ***,
p < 0.001. (D) Morphology of HUVECs in culture from a newborn with pre-
natally bound maternal celiac I9gG (red) on their surface (Top and Middle)
compared to HUVECs prepared from newborn with celiac mother on diet
and negative for antibodies (Bottom). Bars = 50 um.

predicted to be an energetically favorable binding site resulting in
a large change in solvent-accessible surface area after antibody
binding (27). The position of these two anchor points does not
change during the opening of the enzyme upon its activation,
so this epitope is accessible in tissues indepedently of the
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to fibronectin (Movies S1 and S2). Celiac antibodies bind well
to both the Ca®*-bound and Ca’>*-free TG2 (Fig. S1B) and to
open-form TG2 (8) and TG2 transamidates substrates even in
the presence of bound celiac antibodies (28). These observations
strongly contradict the earlier suggestion (20) that the catalytic
triad, situated buried and exposed on the surface just when Ca?*
and substrates are available, would compose the celiac epitope.

As an alternative to Argl9 from the N-terminal domain,
Glul53 also may cooperate with Met659 on the C-terminal
domain, explaining earlier epitope mapping results with some
C-terminal TG2 fragments (16, 17). Accordingly, Argl9 was not
indispensable for the binding of serum antibodies of all our celiac
patients, nor for certain patient-derived phage antibodies pro-
vided the C-terminal domains were present. The competition
between different ScFv-groups or natural IgA and IgG patient
antibodies recognizing Argl9 differently and effective displace-
ment of diverse patient antibodies by mAb 885 targeting only
Glul53 demonstrates that Glu153, Argl9 and Met659 constitute
one composite epitope when the protein is in the closed confor-
mation. Binding of celiac antibodies to a surface area close to the
interface of adjacent domains may be the structural basis for
certain conformation stabilizing effect responsible for the earlier
observed gain in catalytic activity in the presence of celiac anti-
bodies (8, 25). The variable involvement of N-terminal and C-
terminal domains explains why earlier studies typically found a
sufficient binding if either the N-terminal or C-terminal TG2
parts were missing, but not if both were missing or if the core
domain had been disrupted (16-18). We applied a special precau-
tion to avoid the disruption of hydrogen bonds or the distorsion
of the conformation, and the folded structure of our key mutants
were confirmed by CD spectra. The results with our domain
deletion mutant I-ITI-IV indeed confirm the essential role of the
core domain, whereas individual variations in the extent of the
actually targeted surface could explain some heterogeneity in
binding to fragments with parts of the 3-dimensional epitope
on several of them.

The present identification of a celiac disease-specific epitope,
already characteristic in the early (latent) stage, has also diagnos-
tic importance. A test that combines measurement of antibody
binding to wild-type TG2 and to one with modified celiac epitope
could distinguish in future between celiac-type and nonspecific
anti-TG2 antibodies seen in other autoimmune diseases, tumors,
or tissue injury (29).

Our findings also show that gluten-derived gliadin peptides
drive the celiac autoimmune response in an ordered and sur-
face-specific way and epitope spreading is not common despite
long-term disease. The primary antibody response in infants tar-
gets deamidated gliadin peptides (30) in which certain glutamines
have been changed to glutamic acids. Some of these antibodies
cross-reacted also with TG2 in an earlier study and TG2-specific
mAbs recognized a complex of three-dimensionally shaped
deamidated gliadin peptides indicating molecular mimicry (22).
Interestingly, the distance and spatial arrangement of the side-
chains of Glul53 and Glul54 central in the here described TG2
epitope are similar to the side-chains of Gln and Glu residues of
the most typical immunogenic gliadin peptide (PQPELPY)
docked into HLA-DQ2 (Fig. S8 and SI Text). Further studies
may confirm experimentally the pathologic relevance of this
observation.

In the complex immunopathology of celiac disease where
activated gliadin-specific T lymphocytes are held responsible
for tissue damage (4), the role of anti-TG2 antibodies is still un-
defined and often debated. Some other autoantibodies are clearly
pathogenic; e.g., in rheumatoid arthritis (31), pemphigus vulgaris
(32), or myasthenia gravis (33). Celiac anti-TG2 antibodies have
a number of adverse biological effects in cell culture and their
tissue-binding to vessels was coincident in clinical studies with
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ney damage, lymphadenopathy, and brain atrophy (5-11, 14).
Passively transferred maternal antibodies targeting the celiac epi-
tope affected the behavior of endothelial cells prepared from the
umbilical cords (Fig. 6D and Fig. S6B) and some of the neonates
also showed symptoms and low birth weight (S 7ext). Further, the
antibodies deposited on the surface of chorionic villi may alter
TG?2 activity (34), impair nutrient import and may be responsible
for the altered pregnancy outcome (35) in celiac disease. TG2
also has nonenzymatic functions in cell adhesion, speading and
survival (1, 3) where autoantibody effects also can be directly
mediated via the celiac epitope.

Celiac sprue is considered as a life-long disease and unless it is
treated increased morbidity and mortality prevails (4). Because
steady compliance with the gluten-free diet is difficult and often
unsuccessful, other attractive alternatives have been proposed
(e.g., oral protease supplementation for the gastrointestinal de-
gradation of proline-rich gliadin peptides or inhibition of intest-
inal TG2 activity to prevent deamidation and binding of gluten
peptides to HLA-DQ2 or HLA-DQS8 molecules) though proper
TG2 inhibitors for such a purpose have not been found yet.
Here we showed that tissue-deposited celiac autoantibodies,
which could be associated with the multiorgan manifestation of
the disease (14), can be displaced by a monoclonal antibody re-
cognizing part of the main celiac epitope characterized in this
study. Furthermore, this displacing antibody did not alter the
enzymatic activity of TG2 (Fig. S7) nor had the typical pathologic
effects elicited by celiac antibodies in cell culture experiments
and could even antagonize the latters. These findings raise the
possibility that the adverse pathologic effect of celiac autoanti-
bodies in patients can be reversed and prevented by either huma-
nized monoclonal antibodies similar to mAb 885 or competitor
compounds specifically designed to inhibit binding of autoanti-
bodies to the celiac epitope of TG2, though such a therapeutic
benefit may be diminished by pathologic consequences of an on-
going gluten-specific T-cell activation.

In conclusion, the present identification of a disease-specific
conformational epitope on the main autoantigen and its involve-
ment in disease manifestations support the role of autoantibody
response in disease pathomechanism. These findings may help
design further studies to establish whether interference with
the effects of celiac antibodies would have therapeutic potential.

Materials and Methods

Patients. Serum samples from altogether 216 untreated and 22 treated celiac
disease patients (aged 0.9-78 y) having Marsh grade Ill villous atrophy at di-
agnosis were used. Eleven subjects initially had preserved small bowel villous
architecture but subsequently developed celiac-type villous atrophy (early
stage or latent celiac disease). Included nonceliac controls had normal small
bowel villous architecture.

Molecular modeling. Crystal structures of human TG2 [PDB ID code 1KV3 (15)]
and TG3 [PDB ID code 1VJJ (36)] were used for modeling the full-length TG2
as described in details in S/ Methods.

Antigens, Protein Expression, and Purification. N-terminally His-tagged TG2 in
pET-30 Ek/LIC Vector and domain deletion mutant TG2s were generated
and purified as described (22). The other TG2 mutations were generated ac-
cording to the QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) and
confirmed by DNA sequencing using the ABI PRISM® 3100-Avant Genetic
Analyzer.

Anti-TG2 ELISA and Competition Studies. The ELISA measurements were
performed in duplicates as described previously (13) on Maxisorp (Nunc)
microtiter plates coated with 0.6 pg TG2 or equimolar amounts of mutants
in tris-buffered saline containing 5 mM CaCl, (pH 7.4). Further steps and
competition experiments are described in details in S/ Methods. Standard
curves were prepared using dilutions of TG100 monoclonal anti-TG2 anti-
body (NeoMarkers) for each mutant and the binding of other antibodies
was calculated by four-parameter fit if binding to wild-type TG2 was 100%.
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Immunofluorescent Studies. Unfixed frozen sections were—cubate -w#.ll Statistical Analysis. ELISA results were analyzed using GraphPad Prism Soft-

FITC-conjugated anti-human IgA or IgG (DAKO) in combination with double
labelling for TG2 by anti-TG2 mAbs as described (14). For detecting competi-
tion, TG2-specific mAbs were added to the tissue for 30 min in PBS, and the
incubation solutions were recollected and tested for patient IgA by ELISA
after a purification step removing mAbs by protein-G conjugated magnetic
beads (Dynabeads).

HUVEC Preparation and Cell Culture Experiments. HUVECs were prepared and
cultured using standard techniques (37). In some experiments the cord vein
was filled with DyLight 594-conjugated anti-human IgG (Jackson) before cell
isolation and cells were double-stained after 24 h in culture with TG100
anti-TG2 mAb and FITC anti-mouse antibodies. For the analysis of antibody
effects, HUVECs were cultured in matrigel for 24 h (S/ Methods).
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ware and STATISTICA. For comparison of antibody binding to mutant TG2,
data were analyzed using repeated measures ANOVA followed with Dun-
nett’s Multiple post test, one way ANOVA followed by Tukey’s post test,
or Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test as appro-
priate. A p value <0.05 was considered significant.
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SI Text

SI Results. Ca?* ions do not form part of the celiac TG2 epitope. Be-
cause previous studies (1) suggested that celiac antibodies recog-
nize TG2 preferentially in the presence of Ca®* and single point
mutations or surface-localized mutations in the S4 Ca®* binding
region only decreased but not abolished the binding, we explored
whether calcium ions themselves contribute to formation of the
celiac epitope. For this purpose, we utilized TG2 preparations as
antigen after exhaustive dialysis in ethylene-diamine-tetraacetate
(EDTA). This procedure, however, is not capable to remove all
bound Ca?* as shown by earlier studies (2), only if the strong
Ca?* binding site of TG2 (Site 1) is mutated (2). This Site 1 mu-
tant where Site 4 and Site 5 amino acids were intact, bound celiac
antibodies equally well both in the presence and absence of Ca?*
(Fig. S1B), thus excluding the structural role of Ca>* ions in the
potential epitope(s).

Evaluation of blood coagulation Factor XIll homologous mutants tar-
geting Glu154. The rationale to use the Factor XIII homologues
was to prove that the core domain surface around Glul53 is di-
rectly involved in the antibody binding, because in highly confor-
mation-sensitive proteins such as TG2, there is also a possibility
that the REM mutation would have indirectly decreased antibody
binding by distorting a distant surface important for antibody
binding. To exclude this possibility, we checked for the correct
folding and functional integrity of our mutants (Fig S2) and ex-
plored the mutation of an other free side-chain not involved in
hydrogen bonds and located in the center of the epitope. We
chose a change that occurs in nature in Factor XIII because
the crystal structure of this protein is available and it shows that
such a change is tolerated without conformational changes of the
surface [Protein Data Bank (PDB) ID code 1GGU]. In our initial
studies (Fig. 1) we have shown that changing Glu154 to GIn154
does not decrease celiac antibody binding, so does not change
protein conformation. Now we changed Glul54 to lysine
(E154K), which introduced into this originally negatively charged
surface a positively charged side-chain, very similar to that seen in
Factor XIII not antigenic for celiac antibodies (Fig. S3B and Ta-
ble S1). Indeed, this change alone had similar effects as the point
mutation of Glul53 to serine, and when it was combined with the
mutations of Argl9 and Met 659 (RKM mutant), it had similar
effect as the REM mutation (remaining binding 22.0%;
Fig. S3C).

Competition of celiac patient-derived monoclonal antibodies. Mono-
clonal antibodies were prepared from small intestinal biopsy sam-
ples of celiac patients using phage display (3) and produced as
phage-linked or soluble single chain variable fragments (scFv).
Epitope mapping of these scFvs (Fig. S44) showed two distinct
groups that differed in the recognition of the R mutant (R19S).
For the evaluation of competition between these groups, the
binding a phage-linked ScFv recognizable by its M13 phage
tag was measured when increasing amounts of soluble ScFvs re-
presenting the above groups were added. Soluble ScFvs reacting
with R19S (clone 4.1) inhibited the binding of phage-linked ScFv
of the same group by 78%, but soluble ScFv not reacting with
R19S (clone 3.7) also competed effectively with the binding of
the phage antibody reacting with R19S causing 40% inhibition
(Fig. S4B). Using a phage-linked ScFv not reacting with R19S,
40% inhibition could be obtained with both groups of solu-
ble ScFvs.

Simon-Vecsei et al. www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1107811108

Clinical features in newborns who received maternal celiac antibodies
during pregnancy. During a prospective study consecutively born
newborns of 25 mothers with confirmed celiac disease were eval-
uated. Three of these mothers had active disease with circulating
TG2 antibodies that showed typical epitope specificity; one of
them was IgA deficient with high serum levels of IgG class anti-
bodies. IgG (but not IgA) class anti-TG2 antibodies appeared in
all three infants’ serum and deposited in the umbilical cord. Two
of these three babies were small for gestational age (<2,500 g),
and the infant with the IgA deficient mother had elevated liver
transaminases and low blood sugar levels for which no other clin-
ical cause was identified. He also developed chronic diarrhea for
8 wk, and recovered in parallel of disappearance of anti-TG2 anti-
bodies from the circulation. Jejunal biopsy was not possible by
ethical reasons. Pregnancy and the perinatal period were un-
eventful in the newborns of the 22 antibody-negative celiac
mothers with a mean birthweight of 3,330 g (£407 g SD) whereas
birth weight of normal infants (n = 650) in the same institution
during the same period was 3,435 g (£462 g SD, 95% confidence
intervals 3,399-3,471 g, p = 0.4). The mean birth weight of the
three antibody positive children was 2,850 g (£832 g SD), but
due to the small number of cases and large variations, this differ-
ence was not significant versus other groups.

Structural similarities of the TG2 epitope and HLA-DQ-docked gliadin
peptide. In a previous study we demonstrated that a fraction of
serum antibodies produced in celiac disease patients against dea-
midated gliadin cross-reacts with TG2 in ELISA and also that
some of TG2-specific mAbs react with complexed 3-dimension-
ally shaped deamidated gliadin peptides (4). Although short glia-
din peptides in solution likely have unordered secondary
structures, the crystal structure of an immunogenic gliadin pep-
tide (LOPFPQPELPY) is available showing it as docked into the
antigen-binding groove of HLA-DQ?2 (PDB ID code 1S9V). In
this structure, the distance of side-chain carbon atoms of Gln
6 and Glu8 (9.84 A) and their spatial arrangement is similar
to the distance measurable between the side-chains of Glul53
and Glu154 forming the celiac epitope (Fig. S8) in the TG2 struc-
ture (9.36 A), and the distance of Glu8 to Leu9 in the gliadin
peptide is similar to that between Glu154 and Val431 of TG2 with
a good overlap of these side-chains when the two structures are
superimposed (Fig. S8C).

SI Methods. Autoimmune sera. Eleven serum samples with nonce-
liac TG2 antibodies from patients with established diagnoses
other than celiac disease were selected from routine clinical sam-
ples investigated in 2008. These patients (median age 51 y, range
25-79) had systemic lupus erythematosus (n = 3), theumatoid ar-
thritis (n = 2) or Sjogren syndrome (n = 6). Six had various gas-
trointestinal compliants and three had a small bowel biopsy
performed with negative histology result (Marsh 0). The reactiv-
ity with human recombinant TG2 was confirmed by using two dif-
ferent recombinant contructs, but endomysial antibodies or
antibodies against deamidated gliadin peptides were not present
in the sera. HLA-DQ results were not available. For use in cell
studies, IgA was purified from the serum samples using anti-hu-
man IgA agarose (Sigma).

Western blotting. TG2 proteins were separated by SDS-PAGE by
standard techniques and transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membrane (Millipore). Polyclonal goat anti-TG2 antibo-
dies (Upstate) diluted 1:20,000 or mouse monoclonal anti-TG2
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antibodies TG100 (NeoMarkers) diluted 1: 15%09 aﬁc;?)aptigea{
antibodies or anti-mouse antibodies conjugated with horseradish
peroxidase (HRP, Sigma) 1:30,000 were used for recognition by
Chemiluminescent ECL Detection System (Millipore).

Measurement of transglutaminase and GTP-ase activity. Transgluta-
minase activity was measured with microtiter plate assay based on
the incorporation 5-(biotinamido) pentylamine (Invitrogen) into
immobilized N,N-dimethylated casein (5) with the following
modifications. The reaction mixture (in a total volume of
200 pL 100 mM Tris/HCI pH 8.0) containing 10 mM dithiothrei-
tol, 1 mM N-(5-aminopentyl) biotinamide, 5 mM CaCl, and
0.5 pg TG2 was used for the activity measurements. The reaction
was performed at 37 °C for 30 min. Reaction blanks contained
10 mM EDTA and no added CaCl,.

GTPase activity was measured with charcoal method (5) with
the following modifications. The 100 pL reaction mixture con-
tained 2 pg of recombinant wild-type or mutant TG2. The reac-
tion was performed at 37°C for 30 min and was stopped with
700 pL of 6% (w/v) activated charcoal in ice-cold 50 mM
NaH,PO,, pH 7.5. The mixture was centrifuged and released
[3?P] Pi was determined by counting of 150 uL samples of the
supernatant. Blank was determined without the enzyme. Trans-
glutaminase and GTPase activities of the mutants were calculated
as percentages compared to WT TG2 and are presented as means
from two separate measurements done in triplicate.

Anti-TG2 ELISA. Microtiter plates (ImmunoPlate Maxisorp, Nunc)
were coated with 0.6 pg TG2 in 100 pL of tris-buffered saline
(TBS) containing 5 mM CaCl2 (pH 7.4). The plates were washed
three times with TBS containing 0.1% (v/v) Tween20 and 10 mM
EDTA (TTBS + EDTA). All antibodies were diluted in
TTBS + EDTA. Serum samples (diluted 1:200), ScFvs used as
bacterial culture supernatants (undiluted) or monoclonal antibo-
dies (TG100, 1:500; NeoMarkers) were incubated for 1 h at room
temperature. Plates were washed and incubated either with HRP-
conjugated rabbit anti-human IgA or IgG (1:5,000; Dako) or
with mAb recognizing SV5 tag at the C-terminus of the ScFv, fol-
lowed by HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:5,000; Sigma) for
1 h at room temperature. The color reaction was developed by
adding 100 pL 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine substrate (Sigma)
and then stopped with 50 uL 1 N H,SO,. The absorbance was
read at 450 nm.

1. Sulkanen S, et al. (1998) Tissue transglutaminase autoantibody enzyme-linked immu-
nosorbent assay in detecting celiac disease. Gastroenterology 115:1322-1328.

2. Kiraly R, et al. (2009) Functional significance of five non-canonical Ca?*-binding sites
of human transglutaminase 2 characterized by site directed mutagenesis. FEBS J
276:7083-7096.

3. Marzari R, et al. (2001) Molecular dissection of the tissue transglutaminase autoanti-
body response in celiac disease. J Immunol 166:4170-4176.
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JFibronectin-TGZ ELISA. Microtiter plates were coated with 0.3 pg
human fibronectin (FBN; Sigma) diluted in bicarbonate buffer
pH 9.6 for 1 h at room temperature. The plates were incubated
with 0.8 ug TG2 in TBS containing 5 mM CaCl, and 0.1% (v/v)
Tween 20 and the assay continued as above.

Competition ELISA assays. Microtiter plates were coated with 0.6 pg
WT TG2 in 100 pL of TBS containing 5 mM CaCl, (pH 7.4).
Mixture of M13 phage-conjugated ScFvs and increasing amounts
of soluble ScFvs were simultaneously added and bound phage-
ScFvs were detected with anti-M13 phage antibody conjugated
with HRP. In other assays, wells were incubated with celiac serum
(1:800) and increasing amounts of purified total celiac IgG anti-
bodies (dilution 1:200 — 1:50) or IgA deficient patient serum,
and binding of IgA and IgG antibodies were detected. Competi-
tion assays were also carried out with celiac serum added to the
plate together with increasing amounts (up to 18 pg) of monoclo-
nal mouse antibodies (885, CUB7402, H23) and bound IgA was
measured. Epitope map of mAb 885 is shown in Fig. S7A4.

Molecular modeling. Crystal structures of human TG2 (PDB ID
code 1KV3) and TG3 (PDB ID code 1VJJ) were used for mod-
eling the full length TG2. Residues 1-14, 44-55, and 123-132
were missing in the crystal structure of TG2, however, the corre-
sponding regions were visible in the TG3 structure, which had
highly similar sequence and three-dimensional structure. Homo-
logous model was built by Modeller (6) using the multiple tem-
plate option of the program. Graphical analysis was made on
Silicon Graphics Fuel workstation using Sybyl program package
(Tripos). Coordinates of the model are available from the authors
upon request.

Measurement of endothelial cell differentiation in matrigel. HUVEC
cells were mixed with Matrigel (BD Biosciences) and grown in 24-
well dishes (45,000 cells/well) with complete endothelial med-
ium EGMI1 (Lonza) containing 2% fetal bovine serum with or
without 1 ug/well mADb 885. After 4 h, 1 ug/well purified patient
or control IgAs were added. After further 24 h ten images were
taken per well and the length of formed endothelial tubules was
analyzed by Image J software using the geometric mean of tube
length in wells without antibodies as reference.

4. Korponay-Szabo IR, et al. (2008) Deamidated gliadin peptides form epitopes that
transglutaminase antibodies recognize. J Pediatr Gastroenterol Nutr 46:253-261.

5. Kiraly R, et al. (2006) Coeliac autoantibodies can enhance transamidating and inhibit
GTPase activity of tissue transglutaminase: Dependence on reaction environment and
enzyme fitness. J Autoimmun 26:278-287.

6. Sali A, Blundell TL (1993) Comparative protein modelling by satisfaction of spatial re-
straints. J Mol Biol 234:779-815.
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Fig. S1. Binding of celiac antibodies to TG2 is conformation dependent but presence of Ca?*-is not needed. (A) Binding of monoclonal anti-TG2 antibodies
TG100 (NeoMarkers) targeting a linear epitope at amino acids 447-538 and of serum IgA antibodies from 4 celiac patients (CD1-CD4) to wild-type TG2 in ELISA.
The antigens were coated in the presence of 5 mM CaCl,, 8 M urea or 6 M Guanidine hydrochloride. (B) Binding of celiac antibodies to wild-type TG2 and to
mutant of the S1 (strong) Ca?*-binding site of TG2 (N2295-N2315-D232N-D233N; ref. 2). The S1 mutant was extensively dialyzed with EDTA and then coated to
the plate in the presence or absence of 5 mM Ca?*. Values represent means + SD. Representative values of two independent experiments.
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Fig. S2. Characterization of the mutant transglutaminase 2 (TG2) proteins. (A) Western blot. Upper panel: primary antibody: goat polyclonal anti-TG2 (Up-
state), secondary antibody: anti-goat-HRP (DAKO); lower panel: primary antibody: mouse monoclonal anti-TG2 antibody TG100 (with a linear epitope at amino
acids 447-538), secondary antibody: anti-mouse-HRP. Mutants: R, R19S; E,E153S; M, M659S; RE, R19S-E153S; RM, R195-M659S; EM, E1535-M659S; REM, R195S-
E153S-M659S; 154K,E154K; RKM, R195-E154K-M659S; 433, R433S-E435S; D, domain deletion mutant I-1lI-IV lacking the core domain. (B) Binding properties of a
set of mouse monoclonal (mADb) anti-TG2 antibodies to the mutants measured by anti-TG2 ELISA. Representative values of two independent experiments. (C)
Transglutaminase and GTPase activities of the mutants. Mutations that include E (Glu153) are affecting the S4 Ca?* binding site required for the transglu-
taminase catalytic activity. Values represent means + SD. S4 had a preserved folded structure on CD spectroscopy (2). (D) Binding of the mutants to fibronectin
in ELISA. TG2 was recognized by mAb TG100 (Neomarkers) diluted 1:500. (E) Calibration curves representing the binding of increasing concentrations of mAb
TG100 to the mutants by anti-TG2 ELISA. The dilution 1:500 was set to 100 units/well. These curves were used for the calculation of relative amounts of bound
antibodies during ELISA measurements. Values represent means + SD.
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dependent binding of mouse monoclonal anti-TG2 antibody TG100; binding to WT is 100%, dash indicates median. All samples were examined in duplicates
A. Binding of single chain variable fragment monoclonal antibodies (n = 8) isolated from celiac patients. Values represent means + SD *, p < 0.05; ***,
p <0.001, compared to Wt. (B) Structure and amino acids of the celiac epitope in TG2 and the corresponding site in Factor Xlll. (C) Binding of celiac serum
IgA antibodies from childhood (n = 20) and adult (n = 18) celiac patients to Factor Xlll-homologue TG2 mutants. Values represent means =+ SD, respectively. (D)
Binding of IgA to fibronectin-coated TG2 from pediatric (n = 25) adult (n = 15) samples. All mutants bound to fibronectin similarly well as wild-type TG2
(Fig. S2D). R=R19S, E=E153S, M= M659S, RM = R195-M659S, RE = R19S-E153S, EM = E1535-M659S, REM = R19S-E1535-M659S, 154K = E154K,
RKM = R19S-E154K-M659S, 433 = R433S-E435S (irrelevant control mutant). | + Ill 4 IV. Domain mutant lacking core domain of TG2. (E) Structure of the opened
form of TG2 (PDB ID code 2Q3Z), the anchor points for celiac antibody binding are indicated on the model as surface representation (in the circles).
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Fig. S4. Various types of antibodies obtained from different celiac patients can bind to the anchor points of the same epitope of transglutaminase 2 (TG2). (A)
Epitope mapping of soluble single chain variable fragments (ScFvs) by anti-TG2 ELISA divides them into two groups. Group | (Upper, five clones) reacts with
mutant TG2 R19S (mutant R), Group Il (Lower, three clones) does not react with mutant R. ScFvs were used as bacterial supernatants in 1:15-1:2.5 dilutions.
Relative amounts of bound antibodies were calculated by comparison to a calibrator curve constructed with mouse monoclonal antibody TG100; binding to
wild-type (WT) TG2 is 100%. (B) Inhibition of binding of phage-conjugated Group | ScFv to WT TG2 in the presence of increasing amounts of soluble ScFvs of
Group | (4.1), Group Il (3.7) or irrelevant (control) ScFv. The degree of binding was calculated using a calibrator curve of diluted phage-conjugated ScFv; binding
of phage-conjugated ScFv without soluble ScFvs is 100%. (C) Celiac IgA was incubated with wild-type TG2 in presence of increasing amounts of purified IgG
fractions from celiac patients and binding of IgA and IgGs were measured in parallel wells by ELISA. Celiac IgA and celiac IgG1 were reactive with R19S, celiac
1gG2 was not reactive with R19S. Purified IgG fraction from a healthy person was used as control. Data are representative of three independent experiments.
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(D) Measurement of serum IgG class antitransglutaminag Q(TGQ;%ngdoe&;\gl deficient patients by displacement of an IgA celiac patient antibody. Serum
samples from 56 untreated celiac disease patients aged 0.9-73 years (median 10.5) with selective IgA deficiency (total serum IgA < 0.05 g/I), from 23 nonceliac
IgA deficient and 22 normal serum IgA controls with normal small bowel architecture (age of the controls 1-18 years, median 5.5) were measured in ELISA with
wild-type TG2 antigen. Investigated serum samples were diluted 1: 100 with assay buffer containing a celiac IgA tracer antibody diluted 1:500 and the binding
of the IgA antibody was measured by anti-IgA peroxidase-conjugated secondary antibodies. The optical density values (OD) obtained with blank were defined
as 100% inhibition and the signal with the IgA tracer antibody without added IgA deficient samples was defined as 0% inhibition. The inhibition obtained with
the investigated samples was calculated as 100-(OD;acer-ODsampie / ODtracer)- INtraassay variability was 5.9% and interassay variability was 9.2%. The optimal cut-
off calculated from receiver operated characteristics curves was 11% inhibition where the displacement assay had 98.2% sensitivity (95% confidence interval:
94.5-100) and 95.6% specificity (95% confidence interval: 89.9-100) for the diagnosis of celiac disease in IgA deficient persons. (E) Correlation of the displace-
ment effect with the serum concentration of IgG anti-TG2 antibodies measured by direct recognition of human IgG by monoclonal mouse anti-human IgG
(Phadia) and anti-mouse secondary HRP-conjugated antibodies (DAKO); r = 0.88.
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Fig. S5. Long-term evolution of epitope specificity in celiac patients. (A) Examples for the binding pattern to mutant transglutaminase 2 (TG2) proteins of
serum IgA antibodies (Patient 1 and Patient 2) at the time of the diagnosis of celiac disease and after diagnostic gluten challenge following a period of gluten-
free diet with seronegativity for 1-5y. (B) Comparison of epitope binding patterns of initial and follow-up antibodies upon gluten challenge in 11 patients,
changes were not significant. All measurements were done in two parallel wells and the median is shown. (C) Examples for the binding pattern of serum IgA
antibodies during long-term (5 and 17y, respectively) follow-up in patients (Patient 3 and Patient 4) not complying with the gluten-free diet. Follow-up time is
indicated on the axes and corresponding endomysial antibody (EMA) titers measured in clinical laboratory by indirect immunofluorescent method are shown.
At low antibody levels (EMA 1:40, 7 y) some changes in the epitope binding pattern were observed in Patient 4, but the initial pattern became again dominant
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when the antibody titers increased to untreated level (gv&1—6§ Q;?Beuga Jg'As were detected to the mutants with anti-TG2 ELISA in duplicates, relative
amounts of bound antibodies were calculated by comparison to a calibrator curve constructed from the concentration dependent binding of mouse mono-
clonal anti-TG2 antibody TG100; binding to WT TG2 was set to 100%. R, R19S; E, E153S; RE, R19S-E153S; REM, R19S-E1535-M659S; RKM, R19S-E154K-M659S

mutant TG2s.
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Fig. S6. In vivo-bound celiac antibodies in the placenta and newborn tissues and their effect on endothelial cells prepared form the umbilical cord. (A) Frozen
sections of placenta and umbilical cord stained with FITC-conjugated anti-IgA or IgG from a pregnancy with celiac mother with active disease. Maternal IgA
bound in vivo to chorionic villi (Left) and to the vessels of the placenta (Center) is shown in green, the nuclei of the fetal villous structures are shown in blue by
DAPI. Celiac IgG is bound to the umbical cord in the endomysial pattern (Right). (B) Length of cultured endothelial cells (HUVEC) prepared from the umbilical
cords of newborns with (Ab+) or without (Ab—) maternal antibodies at birth; data from two independent experiments and analyzed by Student's t test; p was

<0.001. Values represent means + standard errors.
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Fig. S7. Biochemical and functional characterization of anti-TG2 monoclonal antibodies 885. (4) Epitope mapping by anti-TG2 ELISA. Relative amounts of
bound mAb 885 were calculated by calibrator curve constructed from the concentration dependent binding of anti-TG2 mAb TG100; binding to wild-type (WT)
is 100%. (B) Effect on the catalytic activity of TG2 in comparison with other anti-TG2 mAbs by microtiter plate method. Representative values from two in-
dependent experiments done in triplicates. Values represent means of triplicates +standard errors. (C) Endothelial tubule formation of normal human um-
bilical cord endothelial cells in matrigel in the presence of IgA from healthy (n = 3), celiac (n = 5) and nonceliac TG2 antibody positive autoimmune samples
(n = 6) plus 885 antibodies (experiment shown in Fig. 6C). (D) Endothelial cell length on collagen | in the presence of celiac patient antibodies, celiac patient-
derived single chain variable fragments (ScFv 4.1) and corresponding controls in the absence and presence of mAb 885. Values represent
means =+ standard errors.
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Fig. 8. Comparison of the crystal structures of transglutaminase 2 (TG2; PDB ID code 1KV3) and deamidated gliadin peptide LQPFPQPELPY docked in the
antigen-binding groove of HLA-DQ2 (PDB ID code 159V). (A) The core (Il) domain of TG2 is shown in red with the amino acids Glu153, Glu154 and Val431
highlighted as ball-and-stick structures in purple. The C-terminal (IV) domain is visible in green in the background. (B) HLA-DQ2 is shown in cyan. The GIn6, Glug,
and Leu9 residues of the gliadin peptide are shown as purple ball-and-sticks and the flanking prolines as yellow rings. Distances of the side-chain carbon atoms
are shown in angstroms (A). (C) Superimposition of the similar side-chains of the TG2 epitope amino acids (red) and the gliadin peptide (cyan).
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SIS

Movie S1. Human transglutaminase 2 in the closed conformation. The amino acids of the celiac epitope (Arg19, Glu153, Glu154, and Met 659) are shown in
white. The catalytic triad residues (Cys277, His335, Asp358) are shown in purple. The residues important for GDP binding (Lys173, Phe174, Arg478, Val479,
Arg580) are depicted in red and the main fibronectin binding sites in dark brown.

Movie S1 (WMV)
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SIS

Movie S2. Human transglutaminase 2 in the open conformation. The amino acids of the celiac epitope (Arg19, Glu153, Glu154, and Met 659) are shown in
white. The catalytic triad residues (Cys277, His335, Asp358) are shown in purple. The residues important for GDP binding (Lys173, Phe174, Arg478, Val479,
Arg580) are depicted in red and the main fibronectin binding sites in dark brown.

Movie S2 (WMV)

Table S1. Alignment of the celiac epitope-relevant amino acids in members of the transglutaminase (TG) family

Antigenicity 19 151 152 153 154 155 156 157 158 431 433 435 659
TG2_Human High R D S E E E R Q E \Y R E M
TG2_Monkey High (1) R D S E E E R R E \% R E —_
TG2_Guinea pig High (2) R D S D Q E R Q E \ R E Vv
TG2_Rat High (1) R D S E A E R R E \Y R D |
TG2_Mouse High (3) R D S E E E R R E \% R D |
TG6_Human Medium (4) A A S E E E R Q E A S S S
TG1_Human Low (5) R D H E D W R Q E | S M P
FXIII_Human Low (6) \ D N E K E R E E | G G S
EPB_Human Low* E K N E A Q R M E \% S R \Y
TG3_Human Low (5) Q G N H A E R E E \ S A S

Deeper gray filling indicates identical, lighter gray filling indicates similar amino acids.
*Erythrocyte Band 4.2 protein.
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