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OSSZEFOGLALAS

Munkam f6 célkitlizése egy szisztémds autoimmun betegségre, a szisztémads
sclerosisra (SSc) jellemzd autoantitest, az anti-topoizomeraz I (Scl-70) (tovabbiakban anti-
topo 1) altal felismert epitopok térképezése az Immunologiai €s Biotechnologiai Intézetben
korabban kifejlesztett fag konyvtar technika segitségével.

Vizsgélataink sordn kimutattunk a topoizomeraz I (topo I) — az SSc-ben betegség-
asszocialtnak tekintett autoantitest cél antigénje - ellen termel6dott természetes
autoantitesteket is. Elsoként sikeriilt kimutatnunk, hogy a topo I ellen termel6dott
autoantitestek egyarant jelen vannak egészséges, valamint kiilonb6z6 szisztémas autoimmun
betegségben szenvedd egyének szérumdban is. A fag konyvtar alapi epitop térképezési
technika segitségével Osszehasonlitottuk a természetes és a patologias autoantitestek altal
felismert epitdp mintazatokat. Azonositottuk azt az epitopot (F4), amely ellen mind
egészséges egyénekben, mind SSc-ben és szisztémas lupus erythematosus (SLE) esetén,
valamint mas szisztémds autoimmun betegségekben is autoantitestek mutathatéak ki. Ez a
topo I molekulan beliil egy 150 aminosav (AA) hosszusagl, genetikailag konzervalt szakasz.

A fag display alapu epitop térképezési technika segitségével bizonyitottuk, hogy ezen
az immundomindns fragmensen kiviil a diffuz kutan SSc-s (dcSSc-s), a limitalt kutan SSc-s
(IcSSc-s) és az SLE-s betegek széruma mas, eltéré topo I epitopokon is mutat reaktivitast.
Megallapitottuk, hogy az anti-topo I autoantitestek altal felismert epitop mintazat kiilonbozik
dcSSc, 1cSSc és SLE esetén. Kimutattuk, hogy a vizsgalt topo I fragmensek tobbségén
mutatott reaktivitds egyéni kiilonbségekkel magyarazhato, nem pedig az adott
betegcsoportokra specifikus. Ugyanakkor a topo I molekula N-terminalis végén elhelyezkedd
F1 fragmensen (genetikailag egy relative ujabb, csak a gerincesekre jellemzd szekvencia)
lokalizalt F8 fragmenst pedig az SLE-s betegek széruma ismerte fel, ami arra utal, hogy az F1
fragmens a dcSSc-re, az F8 fragmens az SLE-re specifikus epitopokat tartalmazhat. A vizsgalt
klinikai adatok statisztikai analizise soran nem taldltunk Osszefiiggést az anti-topo I antitest
epitépok és az SSc klinikai manifesztacidja kozott, ugyanakkor szignifikans kiilonbség
mutatkozott az SSc-s betegek anti-F1 antitest pozitiv €s anti-F1 antitest negativ csoportjai
kozott a betegségiik fennallasanak iddtartaméaban. Mindezek alapjan az F1 fragmens ellenes
autoantitestek megjelenése a késdéi stadiumt deSSc Ujonnan azonositott laboratoriumi
diagnosztikai markere lehet, mig az anti-F8 antitest jelenléte egy enyhébb lefolyasu SLE-t
jelezhet.



BEVEZETES

Természetes immunrendszer

A természetes immunrendszer hidat képez a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer
kozott. A limfocitak jellemzé fenotipusu és specializalt funkcioji meghatarozott csoportjai — a
T- és a B-sejtek egyarant — részt vesznek ebben a rendszerben. Ezek a sejtek korlatozott
szamu, szemi-invarians, csiravonalban kédolt, autoreaktiv antigén receptorokat hordoznak a
felsziniikon, kozos fenotipusos sajatsdgokat mutatnak, valamint rendelkeznek a velesziiletett
¢s az adaptiv rendszerekre jellemzd tulajdonsagokkal, ami egy atmeneti allapotra utal az
immunrendszer evolucidja sordn. A természetes immunrendszer eddig megismert
legfontosabb sejtes elemei az invaridns természetes 616 T (iINKT) sejtek, a mukdza asszocialt
invarians T (MAIT) sejtek, a yd T-sejtek és a B1 B-sejtek. Ezen sejtek antigén felismerésének
funkcionalis jellemzo6i (valamint a B1 B-sejtek altal termelt immunglobulinok tulajdonséagai)
kozelebb allnak a mintdzat felismerd receptorokhoz, mint a klasszikus adaptiv tipust
immunologiai felismeréshez. Ezek a felismerd receptorok azonban valodi T- és B-sejt

receptorok.

Természetes antitestek és természetes autoantitestek

A természetes antitestek olyan immunglobulinok, amelyeket a B1 B-sejtek termelnek
az antigénnel vald eldzetes immunizalas nélkiil. Ezen antitestek genetikailag konzervalt
patogén szekvencidkat ismernek fel, igy egy fertdzés sordn a védekezés elsd vonaldban
szerepelhetnek. A természetes autoantitestek viszont az evolucié soran konzervalt sajat
struktirakat is felismernek és jelen vannak mind egészséges egyének, mind szisztémas
autoimmun betegségben szenveddk szérumaban.

Az autoreaktiv repertoarok mar az ontogenezis korai szakaszaban, a magzati életben
kivalasztodnak. A természetes autoantitestek tobbségét csiravonalbeli gének kozvetleniil
kodoljak, els6sorban IgM vagy IgG izotipustak, polireaktivak és széles spektrumu affinitast
mutatnak a felismert epitopokhoz. A polireaktivitas nem jelenti azonban a specifikussag
hianyat, azaz minden polireaktiv természetes autoantitest kiilonb6zd epitopok csoportjat
ismeri fel és ilyen értelemben egyedi. Szamos funkcidt javasoltak mar a természetes
autoantitesteknek: immunologiai repertoarok szelekcidjaban vehetnek részt, szerepet
jatszhatnak az elsddleges immunvalasz felgyorsitasaban, apoptotikus sejtek eltakaritasaban
segédkezhetnek, gyulladds gatlé hatdssal rendelkezhetnek, valamint hozzéjarulhatnak az
immunoldgiai homeosztazis fenntartdsdhoz. A természetes antitestek megkiilonboztetése a

természetes autoantitestektdl kissé mesterkéltnek tiinhet, mivel a természetes antitestek



termelésének hatterében allo6 B1 immunglobulin gén készlet korlatozottsaga, valamint a
nagyszdmu felismert antigén miatt valdszinli, hogy jelen vannak sajat és nem-sajat

keresztreakcidt egyardnt mutato specificitasok is.

Elézmények

Endoszimbiotikus evolucios eredetiik miatt a mitokondriumban
kompartmentalizalodott fehérjék egy érdekes atmenetet képeznek a prokariota idegentdl a
nélkiilozhetetlen sajat molekuldk felé. A mitokondrialis 0sszetevOk szerkezeti és funkcionalis
konzervaltsaga alkalmassa teszi azokat a velesziiletett és az adaptiv immunvalasz kozti
evolucios kapcsolatok részletes vizsgalatara. A bels6 membran enzimek, kiilondsen a citrat
kor enzimei (kozilik is a citrat-szintdz) megfeleld modellt jelentenek az el6bbiek
vizsgélatara, mivel a sejtek fiziologias korforgasa soran folyamatos kapcsolatba keriilnek a
velesziiletett és az adaptiv komponensekkel egyarant. Intézetiinkben korabbi vizsgalatokkal
kimutattunk citrat-szintaz ellenes autoantitesteket, mind egészséges egyénekben, mind
szisztémds autoimmun betegekben. Elvégeztiik ezen autoantitestek epitop térképezését
fiziologias és patologias allapotokban (szisztémas autoimmun betegségekben). Azt talaltuk,
hogy a citrat-szintdzon felismert epitop mintazat eltérést mutat egészséges egyénekben ¢s
szisztémas autoimmun betegekben.

Ezek az eldzetes vizsgalatok vetették fel egy jol definialt patologias allapotra jellemzd,
a klinikumban diagnosztikus értékkel bird autoantitest epitop térképezésének sziikségességét.
Eldontendé kérdésiink az volt, hogy ezen betegség-asszocialt autoantitest cél antigénje ellen
termelddhetnek-e természetes autoantitestek is. Feltételeztilk, hogy a természetes és a
patologias autoantitestek daltal felismert epitdp mintdzatok Osszehasonlitdé elemzése
hozzajarulhat a természetes €s a betegség-asszocialt autoantitestek kozotti kiilonbségek jobb
megismeréséhez.

Modellként az SSc diagnozisaban jelentds topo I ellenes autoantitestek vizsgalatat

valasztottuk.

Topo 1

A topo I a topoizomerdzok IB alcsalddjaba tartoz6 enzim, amely a kétszaly,
¢s az elhasitott DNS 3’ végi foszfatjdhoz kovalensen kapcsolddik. A topo I egy 765
aminosavbol (AA) allo enzim, amely 5 kiilonbozd régiot tartalmaz melyek genetikailag

kiilonb6zé mértékben konzervalt struktirdk: az N-termindlis domén (1-125 AA), kdzponti



domén (core subdomain) I-II (216- 435 AA), kézponti domén (core subdomain) III (436-636
AA), 6sszekotd (linker) domén (637-713 AA) és a C-termindlis domén (714-765 AA).

Anti-topo I autoantitestek klinikai jelent6sége

Az SSc a kotdszoveti betegségek kozé tartozik, a boér és bizonyos belsdé szervek (a
tiidd, a sziv, a gasztrointesztinalis traktus és a vese) fibrozisaval €s késoi atrofidjaval, valamint
klinikailag a jelenlegi klasszifikacid alapjan két csoportra oszthatdéak: a dcSSc-re a bor és a
tiidd, valamint egyéb belsé szervek kiterjedt fibrézisa jellemz6, mig 1cSSc-ben a vaszkularis
eltérések dominalnak, a fibrozis mértéke korlatozott, elsdsorban a test akralis részeinek borét
érinti.

Az anti-topo [ antitest jelenlétéhez emelkedett mortalitds, tiid6fibrozis,
muszkuloszkeletalis ¢és kardidlis érintettség, valamint proteinuria tarsul. Az anti-topo I
autoanitest szérumszintje dcSSc esetén dsszefliggést mutat a bor fibrozisanak kiterjedtségével
¢s a belsd szervi érintettség mértékével, ezért a betegség aktivitasi markereként szolgalhat.
Bér az anti-topo I autoantitesteket a dcSSc-re tartjak jellemzdnek, jelenlétiik nem korlatozodik
teljes mértékben a dcSSc-re, mivel anti-topo I autoantitestek mutathatok ki az 1cSSc-s betegek
egy részében is. Bar az anti-topo [ autoantitestek jelenléte SSc-re nagymértékben
specifikusnak tartott, SSc mellett SLE-ben, illetve mas — esetenként gyulladdsos
betegségekben - is kimutattak.

Anti-topo I autoantitestek epitop specificitasa

Az anti-topo I antitestek epitdp specificitasat SSc-ben szadmos korabbi tanulmanyban
vizsgaltak. Molekularis biologiai modszerek segitségével tobb vizsgdlat soran is igazoltak,
hogy SSc-s betegekben jelenlévd anti-topo I antitestek tobbféle epitopot ismernek fel, bar a
vizsgélatok soran hasznalt rekombinans topo I fragmensek eltéréek voltak. Szintetikus
peptidekkel végzett epitop térképezés soran négy {6 epitopot azonositottak, amelyek koziil
harom a kozponti szubdomén I és II-ben egy pedig a kozponti szubdomén III-ban taldlhato.
Ezen tanulméanyok mindegyike anti-topo I antitestek altal felismert topo I fragmenseket irt le
a 484-560 AA régidban, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az immundominans B-sejt epitopok
ezen a région beliill helyezkedhetnek el. Ugyanakkor a fragmenseket a topo I doménes
szerkezete vagy antigenitas predikcid alapjan tervezték, igy mindkét esetben figyelmen kiviil
hagyhattak tovabbi lehetséges epitopokat. A topo I random_fragmensekkel tortént epitop

térképezésérol ez ideig csak egy tanulmany szamolt be. A molekula random fragmenseit



limitalt dezoxiribonukledz emésztéssel allitottak eld majd a 1étrehozott konyvtarat egy SSc-s
beteg egyetlen szérummintdjaval tesztelték. Egy immundomindns epitop régiot talaltak, az
0sszekoté domén 653-704 AA szakaszat. Az anti-topo I antitestek longitudindlis vizsgalata
soran ezen régiok elleni reaktivitds stabilnak bizonyult, ugyanakkor egy kisszdmu
szérummintan alapuld kisérlet soran az anti-topo I antitestek altal felismert régiok idovel
valtozast mutattak. Bar az anti-topo I autoantitestek epitop specificitdsat SSc-ben szdmos
csoport vizsgalta, a dcSSc-ben, lcSSc-ben, SLE-ben megjelend anti-topo I antitestek

Osszehasonlito epitdp térképezését ez ideig még nem végezték el.

Anti-topo I autoantitestek lehetséges szerepe az SSc patomechanizmusaban

Az anti-topo I autoantitesteknek az SSc patomechanizmusaban jatszott szerepe még
nem tisztdzott. Ugyanakkor szdmos indirekt bizonyiték szol amellett, hogy az anti-topo I
autoantitestek hozzajarulhatnak az SSc patogeneziséhez. Az anti-topo I autoantitestek mar az
SSc nagyon korai stadiumaban kimutathatdak. Jelenlétiik altalaban a betegség sulyosabb
formajahoz tarsul és ezen autoantitestek szérumszintje Osszefiiggésben allhat a betegség
aktivitdsanak mértékével. Mindazonaltal fontos lenne ezen klinikai szempontb6l meghatarozo
jelenségek molekularis és cellularis mechanizmusokkal torténd alatamasztasa, valamint annak
igazolasa, hogy az anti-topo I autoantitestek szerepet jatszhatnak az SSc patogenezisében.
Ehhez az immunolégiai eltérések ¢és a fibrozis kozotti kapcsolat tisztazasa latszik a
kuleskérdésnek. Lehetséges, hogy az SSc specifikus autoantitestek képesek a fibroblasztok
felszinéhez kotédni és miofibroblaszt irdnyt atalakulast indukalni. A trombocita eredetii
novekedési faktor receptor (PDGFR) elleni stimuldlé autoantitesteket mar kimutattak SSc-s
betegek szérumdban. Ugyanakkor ezen eredmények nagyszamu beteganyagon valo
megerdsitése még nem tortént meg.

Az intracellularis vagy nukleédris antigének ellen iranyuld antitestek feltételezett
patogenetikai szerepével kapcsolatban altalanossagban felmertild kérdés, hogy ezen antitestek
hogyan képesek a sejtfelszinhez ktddni és sejtkarosodast eldidézni, vagy azt folyamatosan
fenntartani. Az anti-topo I autoantitestek fibroblasztok felszinéhez valo kotddését mar leirtak,
késObb azt talaltak, hogy a topo I molekula képes fibroblaszt sejtek felszinéhez kotddni és igy
kotddési helyet biztositani az anti-topo I autoantitesteknek. Ugyanakkor a topo I molekula
szdmara a fibroblaszt felszinén a kotési helyet biztositd ligand még nem keriilt azonositasra,
valamint a topo I hasonld6 mértékben kotodott egészséges egyénekbdl és SSc-s betegekbdl
szarmazo fibroblasztokhoz. Bar mindezen eredmények az elsé experimentélis bizonyitékat

adjak az anti-topo I autoantitestek sejtfelszinhez vald kotddésének, nem magyarazzak, hogy



az anti-topo I antitestek miért jellemzoek SSc-re €s hogy milyen direkt vagy indirekt

kapcsolat lehet ezen antitestek €s a fibrozis kialakuldsa kozott.

Bar az anti-topo I antitestek szerepe az SSc patogenezisében még nem tisztazott,
ugyanakkor a topo I elleni immunvalasz eltéré lehet az anti-topo I pozitiv betegekben, ami
kiilonb6z6 epitdp specificitdsu anti-topo I autoantitestek termeldédéséhez vezethet. Azaz az
anti-topo [ antitestek jelenlétének tobbféle klinikai kovetkezménye is lehet, illetve az anti-
topo I antitestek jelenléte tobbféle patoldgias folyamatot is jelezhet. Mindezek alapjan az anti-
topo I antitestek altal felismert epitdpok vagy epitdp mintazatok azonositasa hozzajarulhat a
korai diagnozishoz és segithet a kiilonb6z6 szervi érintettségek eldrejelzésében, valamint a

korai prognoézis feldllitasaban, ezaltal az adekvat terapids stratégia kivalasztasaban.

CELKITUZESEK

1. Egy lambda fag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmens konyvtar 1étrehozasa.

2. A topo I lambda fag konyvtar affinitds szelekcidja ismerten magas anti-topo I
autoantitest titerti dcSSc-s, 1cSSc-s, €s SLE-s betegek szérumabol izolalt IgG izotipusu
ellenanyagokkal.

3. A lambda fag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmens konyvtar affinitas
szelekcioja alapjan kivalasztott szekvencidknak megfelelé maltoz-koto fehérje (MBP)-
topo I fragmens fuzids fehérjék eldallitasa.

4. Nagyszamu dcSSc-s, lcSSc-s, SLE-s betegek és egészséges egyének szérummintainak
tesztelése az MBP-topo I fuzios fragmenseken ELISA-val és Western blottal.

5. A dcSSc-s, 1cSSc-s és SLE-s betegek valamint egészséges egyének szérummintaiban
eléforduld anti-topo I autoantitestek epitop mintazatdnak dsszehasonlitasa.

6. Az anti-topo I autoantitestek epitdp mintazatanak longitudindlis vizsgalata.

7. A felismert topo I fragmensek klinikai jelentéségének meghatarozasa.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Vizsgalt szérummintak
A rendelkezésiinkre allo 293 SSc-s beteg koziil 59 (34 dcSSc-s, 25 1cSSc-s), a vizsgalt
265 SLE-s beteg koziil 8 mutatott anti-topo I pozitivitast a rutin diagnosztikdban hasznalt
konvenciondlis ELISA teszttel. A kivalasztott 59 SSc-s és 8 SLE-s betegtdl betegenként 3
szérummintat vizsgaltunk, melyeket 6-12 hénapos idokdzonként gyljtottiink a 2004 és 2007



kozotti iddszakban. A kutatas klinikai jelentdségének szélesebb korben vald megitéléséhez
megvizsgaltuk a DE OEC AOK Belgyogyészati Intézet Reumatolégiai Tanszéke Aaltal
rendelkezésiinkre bocsatott 51 anti-topo I pozitiv SSc-s (11decSSc-s, 40 1cSSc-s) beteg
szérummintdjat is és elemeztiik klinikai adataikat. Kontrollként 63 magyar, 44 finn, 44 brit
véradd és 65 1dOs egészséges egyén, valamint 110 idds, SSc-t6l €s SLE-t6l kiilonbozo
szisztémds autoimmun betegségben (8 wvasculitis, 40 szeronegativ spondylarthritis, 11
myositis, 11 Sjogren szindroma, 10 arthritis psoriatica, 20 rheumatoid arthritis, 10
polymyalgia rheumatica) szenvedd, anti-topo I negativ beteg szérummintait hasznaltuk fel. A
vizsgalatok elvégzéséhez az etikai engedélyt a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Kozpontjanak Etikai Bizottsaga adta meg. Megfeleld tajékoztatast kovetden minden beteg és

egészséges egyén beleegyezd nyilatkozatot irt ala.

Topo I antigén fragmens konyvtar létrehozasa

A teljes hosszt human topo I-et kodolé cDNS-t PCR-el amplifikaltuk egy egészséges
egyén periférids vérébdl szarmazd mononukledris sejtekbdl izolalt RNS reverz transzkipciojat
kovetden, majd T/A plazmidba kloénoztuk és szekvendlassal ellendriztiik. Spel és Notl
helyeket tartalmazé random primerek, valamint templatként a fent emlitett plazmidbol BamHI
és EcoRI emésztéssel kivagott topo I cDNS felhasznalasaval véletlenszeri kezddponttal és
véletlenszerli hosszisaggal rendelkezd topo I cDNS fragmenseket allitottunk eld, amelyeket a
lambda-D-bio fag genomjanak megfeleld helyére klonoztuk. In vitro csomagolast és E. coli

amplifikacidt kdvetden a fagokat polyetilénglikollal koncentraltuk.

Topo I antigén fragmens konyvtar affinitas szelekcioja

Az 5 dcSSc-s, 6 1cSSc-s és 4 SLE-s beteg szérumabdl protein G oszlopon tisztitott
anti-topo I ellenanyagokat Nunc Maxisorp lemezhez kotottiik, a lemezt blokkolas utan topo I-
lambda fagokkal inkubaltuk. Mosas utan a fagokkal E. coli-t fertdztiink, majd az igy
visszanyert fagokkal ismét elvégeztiik a dusitast. A harmadik dusitas utdn fiiggetlen klonokat

allitottunk eld, végiil elvégeztiik a fag genomok megfeleld szakaszanak DNS szekvenaléasat.

MBP - topo I fragmens fuzios fehérjék eloallitasa

A lambda fag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmnes konyvtar affinitas
szelekcidja alapjan kivalasztott topo I fragmenseket [AA 5-30 (F1), 69-92 (F2), 87-145 (F3),
450-600 (F4), 640-705 (F5), 170-290 (F6), 295-350 (F7), 350-400 (F8), 295-400 (F9)] kodold
cDNS-eket PCR-el amplifikaltuk. Ehhez EcoRI ¢s BamHI restrikcios helyeket tartalmazo



primereket hasznaltunk, majd a kapott cDNS szakaszokat pMal-c2 vektorba klonoztuk. A
konstrukciokat DNS szekvenaldssal ellendriztik. A fizids fehérjéket E. coli TB1-ben
expresszaltattuk és amiloz gyantdval tisztitottuk. A tisztitott fehérjéket SDS- poliakrilamid

gélelektroforézist (PAGE) kovetd Coomassie brilliant kék festéssel ellendriztiik.

A dcSSc-s, 1¢SSc-s, SLE-s és kontroll szérummintik tesztelése MBP-topo 1 fuzios
fragmenseken ELISA-val és Western blottal

PBS-ben oldott rekombinans topo I fragmensekkel vagy MBP-vel érzékenyitettiink. A
lemezeket mos6 pufferrel mostuk (PBS, 0.05% Tween-20) majd 3% szarvasmarha szérum
albumin (BSA) tartalmi mos6 pufferrel 1 6rdn at blokkoltuk. A 2% BSA tartalmi moso
pufferrel 1:250 ardnyban higitott szérum mintakat triplikdtumokban 1 oOran keresztiil
inkubaltuk. Végiil a lemezeket tormaperoxidazzal (HRPO) jel6lt anti-human IgG vagy IgM
masodlagos antitestekkel 1 6rat inkubaltuk. A reakcidt o-feniléndiaminnal hivtuk eld, majd
492 nm-en mértiik az optikai denzitést.

Az ELISA-val kapott eredményeket Western blottal erdsitettik meg. A 40 pg/ml
valamint az MBP-t 10 perc forralast kovetéen SDS-PAGE soran elvalasztottuk majd
nitrocellul6z membranokra blottoltuk. A nitrocellul6z membranokat 5% tejpor tartalmi moso
pufferben (100mM NaCl, 10mM Tris-base pH 7.4, 0.1% Tween 20) 1 6rén 4t blokkoltuk
majd 2% tejpor tartalmi moso6 pufferrel 1:500 ardnyban higitott szérum mintakkal inkubaltuk
ujabb 1 oran keresztiil. Mosast kovetden HRPO-val jelolt anti-human IgG-vel 1 O6rat
inkubaltunk. Az MBP ftzids fehérjék kimutatdsdhoz elsddleges antitestnek nydl anti-MBP
anitestet, masodlagosnak HRPO-val jelolt kecske anti-nyul antitestet hasznaltunk. A

membranokat kemilumineszcens szubsztrattal hivtuk elé majd rontgen filmre exponaltuk.

Topo I epitopok ellen termelddott antitestek reaktivitas longitudinalis vizsgalata

A 34 dcSSc-s, 25 1cSSc-s és 8 SLE-s betegtdl szarmazo, betegenként 3 szérummintat
teszteltiink ELISA-val. Az ELISA-val kapott eredményeket Western blottal timasztottuk ala
10 F1 pozitiv, 10 random modon kivalasztott F4 pozitiv és 4 F8 pozitiv beteg szérummintait

vizsgalva. A szérummintakat konvencionalis anti-topo I ELISA-val is teszteltiik.



A felismert topo I fragmensek klinikai jelentéségének meghatarozasa

A klinikai adatok statisztikai analizise soran a folytonos valtozokat Student-féle t

probaval, a kategorikus adatokat Yates-féle korrekcioval modositott chi-négyzet teszttel és

Fisher egzakt teszttel vizsgaltuk. A 0.05 alatti p érték esetén az eredményeket szignifikansnak

tekintettiik. A statisztikai analizist az SPSS statisztikai szoftver csomag segitségével végeztiik

el.

1.

EREDMENYEK
A lambda fag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmens konyvtar affinitas
szelekcidjaval kapott eredmények alapjan az anti-topo I autoantitestek altal felismert
epitop mintazat kiilonbozik deSSc, 1cSSc és SLE esetén. A dcSSc-s betegek szérumai
els@sorban az N-terminalis doménben, az SLE-s betegek szérumai a kdzponti domén
I-II tertiletén, mig az IcSSc-s betegek szérummintai a topo I molekula teljes hosszaban
ismernek fel epitdpokat.
A fag konyvtar szelekciojaval kapott szekvenciaknak megfelelden eldallitottunk kilenc
MBP - topo I fragmens fzids fehérjét (F1-F9). A fuzios fehérjéket eloszor egészséges
egyének szérummintaival teszteltiikk, amelyek az el6zdleg elvégzett konvenciondlis
ELISA teszt alapjan anti-topo I negativnak bizonyultak. Azt az eredményt kaptuk,
hogy az F4 (450-600 AA) fragmens ellen autoantitestek mutathatoak ki egészséges
egyének szérumaban. A tobbi topo I fragmenst (F1-3, F5-9) felismerd antitestek az
egészséges egyének szérummintaiban nem voltak kimutathatdak.
A topo I F4 fragmensét mindegyik, konvencionalis ELISA teszttel el6zdleg anti-topo I
pozitivnak bizonyult dcSSc-s, 1cSSc-s és SLE-s beteg szérummintaja felismerte.
SSc-tdl, illetve az SLE-tl eltérd egyéb szisztémas autoimmun betegségben szenveddk
szérummintdiban is kimutathatdak anti-F4 antitestek.
Mind az IgG mind az IgM izotipust anti-F4 antitestek nem csak az SSc-s betegek
szérumdban vannak jelen, hanem kimutathatéak SSc-t6l ¢és SLE-tdl kiilonbozo
szisztémas autoimmun betegek valamint egészséges egyének szérummintaiban is
fiiggetleniil az életkortol és a foldrajzi elhelyezkedéstdl. Lehetséges, hogy az F4
fragmens elleni autoantitestek a természetes autoantitestek koz¢ tartoznak.
Az F1 fragmenst (5-30 AA) a konvenciondlis ELISA teszttel elézéleg anti-topo I
pozitivnak bizonyult dcSSc-s betegek 26%-a ismerte fel.
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7. Az F8 fragmens (350-400 AA) elleni antitestek a konvencionalis ELISA teszttel
eléz6leg anti-topo [ pozitivnak bizonyult SLE-s betegek 50%-aban voltak
kimutathatéak.

8. A tobbi fragmens (F2, F3, F5-F7, F9) elleni antitestek 1-2 beteg szérumaban voltak
kimutathatéak, jelenlétiiket egyéni kiilonbségek magyarazhatjak.

9. Longitudinalis vizsgalatunk soran az anti-F4 ellenanyagok jelenléte 94%-ban allando
volt, mig az F1 és F8 fragmens elleni reaktivitds mértéke idével valtozott.

10. A klinikai adatok (bdrérintettség kiterjedése, kézkontrakturdk, azotémia és/vagy
malignus hipertonia, szivérintettség, artéria pulmonalis hipertonia, nyeldcso
sziikiilet/tagulat és diszmotilitas jelenléte, tiidofibrozis kiterjedtsége, forszirozott vital
kapacités értéke) statisztikai analizise soran nem talaltunk Osszefiiggést az anti-topo I
antitest epitdp specificitdis és az SSc klinikai megjelenése kozott. Azonban
szignifikans kiilonbség mutatkozott a dcSSc-s betegek F1 pozitiv és F1 negativ
csoportjai kozott a betegek életkoraban ¢és betegségiik fennallasanak idotartamaban.
Ezek szerint az F1 fragmens ellenes autoantitestek megjelenése a késoéi stddiumi
dcSSc ujonnan azonositott markere lehet. Az anti-F8 antitest pozitiv és negativ SLE-s
betegek klinikai adatainak 6sszehasonlitdsa alapjan ugy tiinik, hogy az anti-F8 antitest
pozitiv SLE-s betegeknek Raynaud jelensége van, betegségiik pedig enyhébb

lefolyast (arthritis, kozponti idegrendszeri és veseérintettség hianya).

MEGBESZELES

A kozelmultban leirt természetes immunrendszer evolicios 0sszekotd kapcesot jelent a
biologiai mechanizmusaiban alapvetden kiillonb6zd velesziiletett és a szerzett immunvalasz
kozott. Az immunvalasz elinditasdhoz hasonldan a tolerancia fenntartasa is magaban foglalja
az immunrendszer mindharom részét. A velesziiletett, a természetes ¢és az adaptiv
immunrendszer Osszetevdi kozti egyiittmiikodés zavara a patogének ellen iranyuld
immunvalaszt, valamint a tolerancia karosodéasat egyarant eredményezheti, hozzajarulva az
immundeficienciak és a patologias autoimmun jelenségek kialakulasahoz.

A természetes antitestek nagy része eleve autoreaktiv, és genetikailag konzervalt
struktarak ellen irdnyul. A szisztémdas autoimmun betegségekben gyakran magas a sejt
funkcionalis struktirai (nukleinsav, sejtmag komponensek, receptorok stb.) ellen termel6dott

autoantitestek szintje. Jelenlétiik kdzponti szerepet jatszik ezen betegségek diagndzisaban és

crer
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tiinetek megjelenése elott mar évekkel megjelenhetnek az autoantitestek, igy prediktiv értékiik
is lehet.

A betegség kezdete Osszefiiggést mutathat az IgM izotipusu autoantitestek helyett az
IgG izotipusuak megjelenésével. Bar az IgM izotipusi autoantitestek funkcidi, vagy az
izotipus valtas szerepe nem pontosan ismertek, meg kell emliteni, hogy az IgM izotipusu
autoantitestek szerepet jatszhatnak az autoimmunitas elleni védelemben az apoptotikus sejtek
eltdvolitasanak eldsegitésével és a B-sejtek sajat antigének felé mutatott tolerancidjanak
fokozéasaval. Mivel az immunrendszer egyik alapvetd feladata annak megakadalyozésa, hogy
sajat antigének gyulladasos reakcidt provokaljanak, az autoantitestek jelenléte a cél antigénnel
szemben kialakult B-sejtes tolerancia karosodasanak kovetkezménye. Az autoreaktiv IgM
izotipusu autoantitestek affinitds szintje és lokalis koncentrdcidja, valamint az antigén
expozici6 iddzitése meghatarozhatja melyik kimenetel valosul meg, azaz, hogy autoimmun
reakcio alakul-e ki, vagy tolerancia 1ép-¢ fel.

A természetes autoantitestek jelenléte dnmagaban nem elégséges az autoimmunitas
kialakuldsdhoz, a természetes immunrendszer legtobb komponense valamilyen modon
szerepet jatszik az autoimmun eltérésekben. Néhanyan koziiliik inkabb a betegség
patogenezisében, mig masok a kronikus betegség fenntartasaban vagy annak néhany klinikai
szerepét az autoimmun jelenségekben kiemeli az a tény, hogy ugyanazon komponens kétélii
fegyverként védo vagy triggereld szerepet jatszhat a fennallé mikrokdrnyezet, a genetikai és
az anatomiai adottsagok fiiggvényében.

Jelen munkank sordn egy szisztémdas autoimmun betegségre, az SSc-re jellemzd
autoantitest, az anti-topo 1 autoantitest epitdop térképezését végeztik el valamint
megvizsgaltuk, hogy ezen betegség-asszocialt autoantitest cél antigénje ellen termelédhetnek-
e természetes autoantitestek is. Bar az atfedd szintetikus peptidekkel vald epitop térképezés
széles korben alkalmazott technika, de hatranyai k6zé tartoznak az in silico B-sejt epitop
predikcidval jard bizonytalansagok, a nem megjoésolt, vagy konformécios epitopok lehetséges
elvesztése, valamint annak a lehetdsége, hogy a szintetikus peptidek csak részlegesen fedik le
a primer szekvenciat. Ezen problémak kikiiszobolése érdekében az epitop térképezéshez egy
alapjaiban mas modszert, a fizioldgids antigén konforméacidt leginkabb megkdzelitd és
eldzetes epitop predikciot nem igényld, bakteriofdg felszini megjelenitést valasztottuk. A
modszer rekombindns peptidek és proteinek valamely fag kopenyfehérjéhez fuzionaltatott
expresszigjat jelenti. A technika nagy elénye, hogy fizikai kapcsolat all fenn a bemutatott

fehérje €s az azt kodold nukleinsav kozott, lehetove téve az ismételt affinitas szelekciodt €s az
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azt kovetd sokszorositast. A peptidek bakteriofag felszini megjelenitése egy széles korben
hasznalt technika szamos felhasznalasi lehetdséggel. A legéltalanosabban hasznalt rendszerek
alapulnak. Ezen fagok életciklusa azonban korlatozza a megjelenithetd peptidek méretét, ezért
munkank soran a fag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmens konyvtar 1étrehozasahoz
a lambda bakteriofagokat vélasztottuk.

A lambda bakteriofag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmens konyvtarunk
random kezdéponta és hosszusagu topo I fragmenseket tartalmaz, igy az eldzetesen
megtervezett fragmenseket, vagy az atfedd szintetikus peptideket alkalmazé moddszerek
teoretikus €s technikai limitacioitdl mentes. Ezzel a fag display alapu megkozelitéssel
Osszehasonlitottuk a dcSSc-s, 1cSSc-s és SLE-s betegek szérummintaiban eléfordulé anti-topo
I autoantitestek epitop mintazatat. Azt taldltuk, hogy az anti-topo I autoantitestek altal
felismert epitép mintazat kiilonbozik deSSc, 1cSSc és SLE esetén. Korabbi vizsgalatokhoz
hasonléan mi is talaltunk egy, mindegyik vizsgalt beteg széruma altal felismert fragmenst,
amely a 450-600 AA régidban helyezkedik el. Tovabba dcSSc-s betegek széruma szamos, az
N-terminalis doménben talalhat6 rovid fragmensen mutatott pozitivitast. Korabbi vizsgalatok
soran, amelyeket az N-termindlis régiot a 70 AA-t6l kezdédden lefedd fuzios fehérjék
segitségével végeztek el, azt talaltdk, hogy a molekuldnak ezen szakaszat felismerik az anti-
topo I autoantitestek. Ugyanakkor ennek ellenkezdjét is leirtdk, a teljes N-termindlis domént
lefedd fuzids fehérjét hasznalva nem sikeriilt ezt a régiot felismerd anti-topo I antitesteket
kimutatni. Ezeket az ellentmondénak tiind eredményeket magyarazhatja a kiilonb6zo
modszerek €s antigén konstrukciok hasznalata, valamint a konforméacidt befolyasolo faktorok
szerepe, amelyek modosithatjdk a harmadlagos szerkezetben rejtve elhelyezkedd rovid
epitopokhoz valé hozzaférhetdséget. Fontos megemliteni, hogy az altalunk az N-terminalis
doménben Gjonnan azonositott epitdpok csak 20-30 AA hossztiak. Az F1 fragmens tartalmaz
egy experimentalisan igazolt granzim B hasitasi helyet. Igy lehetséges, hogy in vivo a T-sejt
mediélta citotoxikus reakci6 sordn felszabadul6 granzim B altali hasitas kovetkezményeként a
topo I molekulaban {1j antigén determinans jon létre az F1 fragmens formajaban. Eléfordulhat,
hogy az antigénként a teljes hosszi topo I molekulat, vagy annak N-terminalis doménjét
hasznald in vitro vizsgalatok nem mutatnak ki ezen révid epitopokat felismerd anti-topo 1
anitesteket, amelynek hatterében konformacioés véltozasok allhatnak, ami jelentds
konformacids érzékenységre utal.

A fag konyvtar affinitds szelekcigjaval kapott szekvencidknak megfeleléen

eldallitottunk kilenc MBP-topo 1 fragmens fuzios fehérjét. A fuzios fehérjéket elészor
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egészséges egyének szérummintaival teszteltiik és azt talaltuk, hogy az egészséges egyének
jelentds része rendelkezik a topo I F4 fragmense elleni IgM ¢és IgG izotipusu antitestekkel. Ez
a topo I molekulan beliil egy 150 aminosav hosszsagu, genetikailag konzervalt szakasz.
Nagyszamu szérummintat tesztelve kimutattuk, hogy mind az IgM mind az IgG izotipust
anti-F4 antitestek az életkortél és foldrajzi elhelyezkedéstdl fiiggetleniil jelen vannak
egészséges egyénekben. Tovabba F4 fragmens elleni antitestek voltak kimutathatéak SSc-t6l
¢és SLE-tdl eltérd szisztémas autoimmun betegségekben szenvedd egyének szérummintaiban
is. Az IgM izotipusu antitestek a legmagasabb titerben az anti-topo I pozitiv SSc-s vagy SLE-
s betegek szérumaban voltak jelen. Ugyanakkor nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy mind
a 67 anti-topo I pozitiv SSc-s vagy SLE-s beteg széruméaban kimutathatéak voltak IgG
izotipusu anti-F4 antitestek és ezen antitestek titere ebben a csoportban volt a legmagasabb az
Osszes vizsgalt csoport koziil. Az a tény, hogy ezen szérummintdk a laboratoriumi
diagnosztikdban rutinszerien alkalmazott, antigénként a teljes hosszi topo I molekulat
hasznal6 ELISA teszttel negativnak bizonyultak, arra utalhat, hogy az F4 fragmens altal
képviselt szekvencia a teljes hosszi molekula haromdimenzids szerkezetében rejtve lehet.
Mindezek alapjan felmeriil annak lehetdsége, hogy a kimutatott anti-F4 antitestek a
természetes antitestek kozé tartoznak. Ismereteink szerint ezek az elsé publikalt eredmények a
topo I ellenes természetes autoantitestek human szérumbdl tortént kimutatasarol.

Nem példa nélkiili az a jelenség, hogy természetes autoantitestek ismernek fel olyan
antigéneket, amelyek autoimmun betegségekben megjelend autoantitestek célpontjai is.
Szamos bizonyiték szol amellett, hogy a VIll-as faktor, tireoglobulin, DNS, endotél
sejtmembran komponensek ellenes autoantitestek jelen vannak egészséges egyének ¢&s
autoimmun betegek szérumdban is. Ugyanakkor anti-topo I antitesteket mutattak ki
glomerulonephritises betegek szérumaban, kronikus graft versus host betegségbenn, kronikus
hepatitis C virus fert6zés okozta méajbetegségben szenveddk szérumaban €s primer biliaris
cirrhosis egyes eseteiben is. Felmeriil a kérdés, hogy ezen esetekben kimutatott antitestek
patoldgias autoantitestek, vagy a természetes antitestek kozé tartoznak. Mivel a topo I F4-es
fragmense a molekula 150 AA hosszu szakasza, lehetséges, hogy a természetes és betegség
asszocialt anti-F4 antitestek altal felismert finom epitdp mintazat kiilonbozo.

SSc-s esetek egy részében alattomos kezdet utan a betegség lefolyasa soran viszonylag
gyorsan irreverzibilis, sulyos szervinolvaciok alakulhatnak ki, amelyek néhany év alatt akar a
beteg halaldhoz vezethetnek. A prognozist alapvetden a folyamat aktivitasa, és még inkabb a
mar létrejott karosoddsok mértéke hatarozza meg. Kovetkezésképp kulcsfontossagi a korai

diagnozis €s a megfeleld terapia mieldbbi elkezdése. Mivel az anti-topo I antitest jelenlétéhez
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emelkedett mortalitas, tiid6fibrozis, muszkuloszkeletalis €s kardialis érintettség és proteinuria
tarsul, valamint az anti-topo I autoanitest szérumszintje dcSSc esetén Gsszefliggést mutat a
bor fibrozisanak kiterjedtségével és a belsd szervi érintettség mértékével, ezért a betegség
aktivitasi markereként szolgalhat. Bar az anti-topo I autoantitesteket a dcSSc-re tartjak
jellemzodnek, jelenlétiik nem korlatozodik teljes mértékben a dcSSc-re, mivel anti-topo 1
autoantitestek mutathatok ki az 1cSSc-s és SLE-s betegek egy részében is. Az F4 fragmensen
a jelenleg rutin diagnosztikdban alkalmazott anti-topo I ELISA vizsgalatban negativ
eredménnyel rendelkezé betegek is mutatnak pozitivitast. Ezek szerint az F4 fragmenssel
végzett ELISA vizsgalat a jelenleg rutin diagnosztikdban alkalmazott anti-topo I tesztnél
érzékenyebb modszer lehet az anti-topo I pozitivitds meghatdrozasara, igy hozzéjarulhat a
diagndzis minél koraibb felallitdsdhoz, a betegség aktivitasanak kovetéséhez.

Az SSc-s és SLE-s betegek anti-topo I antitest pozitiv szérummintait megvizsgalva azt
talaltuk, hogy a rekombinans topo I fragmenseink tobbségét (F2, F3, F5-7, F9) felismerd
antitestek nem a vizsgalt betegcsoportokra specifikusak, hanem egyéni kiilonbségekkel
magyarazhatéak. Ez egyetértésben van a Henry ¢és munkatdrsai altal leirtakkal, akik
individualis és longitudinalis kiilonbségeket allapitottak meg a topo I molekulan felismert
epitépok kozott. Ugyanakkor minden, a rutin diagnosztikaban hasznalt ELISA teszttel anti-
topo I pozitivnak bizonyult beteg széruma tartalmazott anti-F4 antitestet. A topo I ezen
korabban is leirt immundomindns régidja mellett két 0 szakaszt (F1 és F8) azonositottunk,
melyekrdl kordbban még nem mutattdk ki, hogy anti-topo I antitestek célpontjai lennének,
melyek koziil az F1 fragmens genetikailag egy relative ujabb, csak a gerincesekre jellemzd
szekvencia, mig az F8 egy Osibb, genetikailag nagymértékben konzervalt szakasz. Az F1
fragmenst felismerd antitestek a dcSSc-s betegek 26%-aban, F8 fragmens elleni antitestek
SLE-s betegek 50%-aban voltak kimutathatéak, ezen fragmensek dcSSc-re illetve SLE-re
jellemzé epitopokat tartalmazhatnak. A longitudinalis vizsgalat soran az anti-topo I antitestek
F4 fragmens elleni reaktivitasa 94%-ban alland6 volt, az F1 és F8 fragmens elleni reaktivitas
mértéke iddvel valtozott.

Az anti-topo I autoantitestek epitdp specificitdsa €s az SSc bor és belsd szervi
manifesztacioi kozotti lehetséges Osszefliggéseket is elemeztilk. A vizsgalt klinikai adatok
statisztikai analizise soran nem talaltunk 6sszefliggést az anti-topo I antitest epitdp specificitas
¢és az SSc klinikai megjelenése kozott. Ez egyetértésben van a Henry és munkatarsai altal
talaltakkal, akik szintén nem tudtak Osszefiiggést kimutatni az anti-topo I antitestek és a
klinikai paraméterek kozott. A betegség fennallasanak iddtartamdban 1évé szignifikdns

kiilonbség az anti-F1 anitest pozitiv és negativ dcSSc-s betegcsoportok kozott a longitudinalis
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vizsgélatunk soran kapott eredményeinkkel egyiitt arra utalhat, hogy a topo I ellenes
immunvalasz soran a molekula immundomindns részének (F4-es fragmens) altalanos
felismerése mellett a betegség késdbbi fazisaban jelenhetnek meg az N-termindlis domén
ellenes autoantitestek. Ezek szerint az F1 fragmens ellenes autoantitestek megjelenése a késoi
stadiumu dcSSc ujonnan azonositott markere lehet.

Az anti-F8 antitest pozitiv és negativ SLE-s betegek klinikai adatainak
Osszehasonlitdsa alapjan ugy tlinik, hogy az anti-F8 antitest pozitiv SLE-s betegeknek
Raynaud jelensége van, betegségiik pedig enyhébb lefolyasu (arthritis, kozponti idegrendszeri
¢és veseérintettség hianya).

Az SSc patogenezise nagyon Osszetett. Néhany kezdeti esemény vaszkularis
karosodashoz, gyulladdshoz, a velesziiletett és adaptiv immunrendszer aktivaloddsdhoz és
fibrézis kialakuldsahoz vezet. Ezen események hierarchikus sorrendje, ha egyaltalan létezik
ilyen, még nem teljesen tisztdzott, de a vaszkuldris karosodas egy korai és elsddleges
folyamatnak tlinik. Az anti-topo I autoantitestek az egyik legjellemzdobb autoantitestek SSc-
ben. Ugyanakkor autoantitestek mas nukledris és citoplazmatikus antigének ellen is
kimutathatéak SSc-ben. Szdmos kutatocsoport mellett mi is megvizsgaltuk az anti-topo I
antitestek epitdp specificitasat. Bar a modszerek és a betegcsoportok kiilonbozdéek voltak a
vizsgalatok soran, ugy tlinik, hogy a topo I molekuldnak van egy immundominans régidja
(450-600 AA) amely a Ill-as kozponti szubdoménben taldlhatdé. Mivel az anti-topo I
autoantitestek jelenléte elsdsorban a stlyosabb fibrozissal jaré dcSSc-re jellemz6, az anti-topo
I antitestek vagy a fibrézis kialakulasahoz jarulhatnak hozza, vagy mas események
(vaszkuléris vagy cellularis karosodas) hatasara termelddhetnek és nincs patogenikus
szerepiik az SSc kialakuldsadban, de a folyamatok aktivitdsdnak mértékét is tiikrozhetik. Az
elsd feltételezés mellett szol, de nem kell6 mértékben bizonyitja az anti-topo I antitestek
fibroblasztokhoz val6 kotddési képességének kimutatasa.

Lehetséges, hogy a betegség asszocialt autoantitestek kialakulasanak alapvetd feltétele
a természetes antitestek jelenléte, mivel a természetes autoantitestek megfeleld koriilmények
kozott templatként szolgalhatnak magasabb affinitdsu és izotipus valtason atesett patologias
autoantitestek kialakuldsahoz. IgG izotipusu betegség asszocialt autoantitestek genetikailag
meghatarozott epitdpokat (epitdop mintazatokat) ismerhetnek fel, genetikailag predisponalt
egyedekben jelenhetnek meg, ahogy azt egy egypetéjii SLE-s ikerparokat vizsgald tanulmany
is felvetette. A konzervativ antigének elleni tolerancia tehat elsdsorban genetikailag
meghatarozott (konszenzus szekvenciak). A tolerancia kialakulasaban, illetve fenntartasdban

jelentkezd tartds karosodas autoimmun betegség kialakuldsdhoz vezethet. A mintazat
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felismerési mechanizmusrol azt gondoltak, hogy a velesziiletett immunitas jellegzetessége és
az evolucidsan alacsonyabb rendii fajok védekezési mechanizmusa, de eredményeink szerint a
természtes autoantitestek az antigén felismerd tulajdonsagaikat tekintve a mintazat felismerd
receptorokat idézik, epitdp mintdzatokat ismernek fel. Az autoimmun betegségekben
kimutathaté patologias autoantitestek viszont foként egy jol koriilirt, betegség-asszocialt

szekvencia (epitdp) ellen termelddnek.
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