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Immunolégiai eljaras széveti transzglutaminaz (tTG) elleni égézlw

antitestek kimutatasara, tTG alkalmazisa diagnosztikai cé-
lokra és terapias ellendrzésre, valamint tTG-t tartalmazé

oralis gydégyaszati hatéanyag
KIVONAT

A taldlmany téargyadt eljaradsok képezik ellenanyagok
testfolyadékckban térténd kimutatasara, szdveti tfansz—
glutamindzzal (,tissue transglutaminase”; tTG), annak anti-
gén sajatsagu strukturdival, immunreaktiv szekvenciaival
vagy analdgjaival, valamint tTG-tartalmu vegylletekkel,
azok antigén sajatsagu struktiraival, immunreaktiv szekven-
cidival vagy analdégjaival adott immunreakcid aiaﬁjéﬁ.,

A talalmény targyadt képezi tTIG és a fenti vegyliletek
alkalmazidsa betegségek diagndézisédra és a terédpia hatasossa-
ganak ellendrzésére; eldnydsen, kroénikus gyulladasos beteg-
ségek vagy autoimmun betegségek diagndzisdra és terapiadjuk
hatasossagénak ellendrzésére; példaul ,sprue” vagy ,coelia-
kia” diagndézisidra és teradpidja hatdsossdgdnak ellendrzésé-
re.

A taldlmany targyat képezik tovabba, szajon &t adagol-
haté gydgyadszati hatdanyagok, amelyek aktiv hatdanyagként
tTG-t, tTG-tartalmi vegyiileteket vagy azok részeit tartal-
mazzak, és amelyek alkalmasak immuntolerancia kivaltasara.

A taldlmdny szerinti megoldés alkalmas tTG-vel kapcso-

latos immunolégiai rendellenességek digndézisdra és a teréa-
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pids hatékonysag ellendrzésére.
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Immunolégiai eljiris szoveti transzglutaminidz (tTG) elleni
antitestek kimutatasara, tTG alkalmazasa diagnosztikai cé-
lokra és terapias ellendrzésre, valamint tTG-t tartalmazéd

oralis gydgyaszati hatdanyag

A talalmany targyat eljarasok képezik ellenanyagok
testfolyadékokban toérténd kimutatasara, szsveti transzglu-
taminazzal (,tissue transglutaminase”; tTG), annak antigén
sajatsagu struktirdival, immunreaktiv szekvenciaival vagy
analégjaival, valamint tTG-tartalmu vegyliletekkel, azok an-
tigén sajatsagu strukturdival, immunreaktiv szekvencidival
vagy analdgjaival adott immunreakcid alapjan.

Ugyancsak a taldlmany targyat képezi tTG és a fent em-
litett vegyluletek alkalmazéasa betegségek diagnézisara és a
terapia hatédsossagénak ellendrzésére; elénydsen, krénikus
gyulladasos betegségek vagy autoimmun betegségek diagnézi-
sara és terapiajuk hatasossaganak ellendrzésére; elénydseb-
ben, ,sprue” vagy ,coeliakia” diagnézisdra és terapiaja ha-
tédsossdgénak ellendérzésére. A talalmény targyat képezik to-
vabba, szdjon &t adagolhato gyogyaszati hatdanyagok, ame-
lyek aktiv hatéanyagként tTG—E, tTG-tartalmi vegyiileteket,
azok antigén sajatsaqu strukturait, immunreaktiv szekvenci-

dit vagy analdgjait tartalmaznak, és alkalmazhatdk a fenti

Aktaszdmunk: 89218-597/PA



vegylletekkel szemben iranyuld immunreakcidéval Jjard beteg-
ségek kezelésére, azidltal, hogy a fent emlitett vegyliletek
szajon at térténd adagolasaval immuntoleranciat valtunk ki.

Az eljarasok alkalmazhaték tTG-vel, tTG-tartalmi ve-
gyuiletekkel azok antigén sajatsdqu strukturaival, immunre-
aktiv szekvencidival vagy analégjaival szemben iranyuld
immunreakciéval kapcsolatos betegségek diagnézisara és/vagy
terdpiajuk hatdsossadganak ellendrzésére.

A talalmany alapjat az a felismerés képezi, hogy a
szdveti transzglutamindz (tTG; EC 2.3.2.13) tolti be az
autoantigén szerepét sprue vagy coeliakia betegségekben.

A fenti felismerés alapjan fejlesztettiik ki a talal-
many szerinti immunolégiail eljarast, amely alkalmas tTG-vel
és tTG-tartalmi vegyiiletekkel szembeni ellenanyagok kimuta-
tasara.

A coeliakia a vékonybél nyalkahartyajanak betegsége,
amelynek elsé tilinetei fd&ként a késdi csecsemdkorban és a
tipegd korban jelentkeznek. Amennyiben a megfeleld klinikai
kép nem jelentkezik a felndtt kort megeldzden, a betegséget
.nem-trépusi spruenak” nevezziik. Mindkét kifejezés tehéit
ugyanarra a betegségre vonatkozik. A spruet a nyalkahartya
gyulladasos elvaltozadsa kiséri, aminek kévetkezménye alta-
lanos malabszorbcié (felszivéddasi zavar). Az esetek tobbsé-
gében, gluténmentes diéta alkalmazasan alapuld kezelésre a
morfoldgiai és klinikai tiinetek javulnak.

J6l ismert kéroki faktorok a buza, arpa, rozs - és bi-
zonyos mértékben a zab -gluténjei; mig alacsonyabb foku fi-

logenetikai rokonsagban levd noévényfajtak, példidul a kuko-



rica, rizs és széja gluténjei nem valtanak ki betegséget.
Az emlitett glutének kozil, a kébroki szerepet az alkoholban
01dédé prolaminoknak, kozelebbrél, az a-gliadinnak tulajdo-
-nitjak.

A fenti okokbél, a sprue elsdsorban olyan orszagokban
fordul eld, ahol a buza £§ élelmiszer-alapanyagként szere-
pel (példaul Eurdpa, U.S.A., Ausztralia), a betegség elé-
fordulasi aranya az ujsziiléttek kozétt példaul Danidban
0,14/1 000, Spanyolorszadgban 0,7/1 000, Olaszorséégban
1/1 000, Németorszagban 0,45/1 000, és Svédorszagban
2,42/1 000.

Ujabb vizsgalatok azonban azt mutattak, hogy a beteg-
ség nyilvanvalé klinikai tinetekkel nem jaréd formaja - az-
az, a nyalkahartya morfolégiai elvaltozéasa, sulyosabb tine-
tek jelentkezése nélkiill - sokkal gyakoribb, mint korabban
azt hittidk. Egy 1994-ben Olaszorszigban végzett vizsgilat
szerint, iskolds gyermekek k&ézt a betegség eldfordulési
aradnya 3,28/1 000. A latens sprue kockazata a sprueban
szenvedd betegek legkdzelebbi rokonaiban eléri az 50 $-ot.

Az elsdsorban latens formdban jelentkezd spruet gyak-
ran polimorf dermatézis azaz, Dermatitis herpetiformis ki-
séri, amelynek jellemzd tinete a bér papillacsucsaiban ta-
lalhatd, granuldris IgA-lerakédast tartalmazé kis méretd
bdér alatti hélyagok jelenléte. A vékonybél biopszidja sza-
balytalan, tobbé-kevésbé sulyosan karosodott nyalkahartyat

mutat.



J6l megalapozott kapcsolat mutathatéd ki tovabba a
sprue és az inzulinfliggé Diabetes mellitus, a pajzsmirigy
betegsegei és a szelektiv IgA-hiany kézt.

A spruet kisérd szémos klinikai tiineten, példaul ané-
mian (vérszegénységen) feliil, amely - t&bbek k&zdtt - a
Bl2-vitamin felszivédasi zavarédra, valamint a fokozott vér-
zékenységi hajlamot eredményezd K-vitamin hidnyra vezethet§
vissza, fontos megemliteni a betegséggel kapcsolatosan ki-
mutathaté jelentésen megndvekedett kockazatot gasztroin-
tesztinalis (gyomor-bélrendszeri) malignus tumorok kialaku-
lasara.

A sprueban szenvedS betegek akdr 15 %$-&nal, tobbnyire
50 éves kor felett, tumoros betegség alakul ki; ezek 50 %$-a
bél T-sejtes limféma, tovabbi 25 % pedig a nyeldcsévet,
szaj-garat Ureget és vékonybelet érintd tumor.

A sprue kezelése életre sz416 gluténmentes diéta szi-
goru betartdsan alapul, amelyben nem csak a buzabél készilt
gluténtartalmi termékektdl kell tartézkodni, hanem a rozs-
bdl, arpabdl és zabbdl késziilt termékeket is el kell keriil-
ni. A beteg szamdra ez szigori megszoritasokat jelent mind
az étkezési szokasock, mind a tdrsadalmi érintkezés tekinte-
tében.

Amennyiben a spruet iddében diagnosztizdljak és annak
kezelését iddében megkezdik, a betegség jé progndédzisu. Az
egyszer mar Jjelentkezett komplikaciék azonban gyakran nem
fordithaték vissza teljes mértékben. A fentiekkel szemben,
ha a betegséget nem ismerik fel, és az kezeletlen marad, a

felszivédasi zavar kdvetkeztében sulyos tiinetek léphetnek



fel. Vegul, szamolnunk kell bél eredetl limfémak és mas
gyomor-bél rendszeri daganatos elvidltozasok kialakulasanak
fokozott kockazataval.

Jelenleg, a vékonybél biopszids vizsgalata képezi a
sprue diagndézisanak és - a gluténmentes diéta betartasa
mellett - a betegség utanksvetésének legmagasabb szintQ el-
ismert médszerét, bar egyre nagyobb jelent&séget kapnak im-
munolégiai markerek kimutatdsan alapuld nem-invaziv diag-
nosztikai eljarasok is. Mivel sprueban szenvedd betegek
szérumaban olyan, IgA- és IgG-osztalyba tartozé ellenanya-
gok mutathatdék ki, amelyek egyrészt, gliadinnal szemben
iradnyulnak, mésrészt, az endomizium (,endomysium”; kollagén
és elasztikus elemeket is tartalmazd kétdszéveti sdvény-
rendszer) valamely autoantigénijével reagdlnak, amely utébbi
specialis k&tészoévet, amely tobbek kdzétt, I., III. és V.
kollagéneket, elasztikus rostokat, nem-kollagén természetil
proteineket, példaul fibronektint és proteoglikanokat tar-
talmaz -, a beteg szérumat ELISA-eljarassal gliadinnal
szemben irdnyuld IgG- és IgA-ellenanyagok jelenlétére, in-
direkt immunfluoreszenciés eljaradssal pedig endomiziummal
szemben irdnyulé IgG- és IgA-ellenanyagok jelenlétére tesz-
telhetjik. Mig a gliadinnal szemben irdnyuldé ellenanyagok
nem elég specifikusak sprue betegségre, az endomiziummal
szemben iranyuld IgA-ellenanyagok kimutatasat nagy foku ér-
zékenység és specifitas (97-100 %) jellemzi. Az immun-
fluoreszcens vizsgalathoz azonban féemldst8l nyert nyeldé-

csémetszetre van sziikség. Jelenleg, kisérletek folynak
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endomiziummal szembeni ellenanyagok k&ldskzsinér-szdveten
torténd kimutatasara is.

Az korai diagnézissal és a diéta szigoru betartasaval
-a betegség tiinetmentes &llapotban tarthaté, és a betegeknél
fenndlldé fokozott kockdzat malignus tumorok kialakuléaséara.
ugyancsak a normdlis szintre csdkkenthetd. Nagy az érdek-
18dés tehat sprue kimutatdsara alkalmas eljarasok kifej-
lesztésére. Mivel a sprue latens formdjédban szenvedd bete-
gek is a magas kockadzati csoportba tartozdénak tekintenddk,
valamennyi érintett egyént (kiilondsen a betegek legkdzeleb-
bi hozzatartozdit), és végsd soron - amint azt Olaszorszag-
ban mérlegelik - valamennyi iskoléds koru gyermeket vizsgil-
nunk kellene egy érzékeny, specifikus, kénnyen kivitelezhe-
té és alacsony kdltséggel jard vizsgalati eljéréssal.

Eddig azonban, a nagy populdciék vizsgalatara kiterje-
dS szlOrési programok kudarcot vallottak, a kdvetkezd prob-
lémak kovetkeztében:

Az invaziv duodendlis biopszia tiinetmentes egyéneknél
ésszerlQtlen beavatkozas, és kiildndsen kéltséges.

A gliadinnal szemben iranyuld ellenanyagok kimutata-
sara szolgdldé ELISA-eljarasok alkalmazhatésdga megkérddje-
lezhetd, azok nem kielégitd specifitasa miatt.

Az IgA-osztalyd ellenanyagok kimutatasara alkalmas
immunfluoreszcens eljaréasok, amelyek féemlds nyeldcsdszdvet
alkalmazdsat teszik sziikségessé, altalanos szlrdvizsgalat
céljara tulsdgosan koltségesek. Ezen felil, értékelédsiik
szubjektiv, és nem teszik lehetdvé az IgA-hidnyos sprue-

betegek (azaz, a betegek 2 %-anak) azonositasat.



Eddig tehat sprue/coeliakia betegség kimutatasara és a
megfeleld terdpia hatdsossiganak ellendrzésére alkalmas
nem-invaziv, specifikus, kvantitativ, gyors, kénnyen és ol-
-csén kivitelezhetd kimutatdsi eljaras nem allt rendelkezés—
re.

Ezt a problémit kivantuk megoldani. Azon meglepd ered-
mény alapjén, hogy a szdveti transzglutamindz (tTG;
EC 2.3.2.13) tolti be az autoantigén szerepét sprue beteg-
ségben, a csatolt 1-6. igénypontok szerinti immunoiégiai
eljarasokat fejlesztettink ki, melyek alkalmasak tTG és
tTG-tartalmi vegyililetekkel szemben iranyuld ellenanyagok
kimutatdsdra testfolyadékokban, kiiléndsen szérumban, amely
eljards nem csupdn sprue vagy coeliakia diagnézisat teszi
lehetévé, hanem valamennyi, tTG-vel vagy tTG—tartalmﬁ ve-
gyulettel, azok antigén sajétségﬁ struktdrdival, immun-
reaktiv szekvencidival vagy analdgjaival szemben iradnyuld
immunreakciéval j&ré betegségét is.

A szbveti transzglutamindz a transzglutaminazok (TG)
csalddjaba tartozik. A TG-k (EC 2.3.2.13) Ca®-figgd, acil-
transzfert katalizald enzimek; az 4altaluk katalizalt reak-
cidkban peptidkstésben 1évé glutaminok y-karboxamid-
csoportjai szolgdlnak acil-donorokként. Acil-akceptorok-
ként, els&sorban proteinkétésben 1évd lizinek szerepelnek,
igy a transzfer eg-(y-glutamil)lizin-kdtést eredményez. A
TG-k szubsztrdtspecifitdsa acildonorok vonatkozasaban igen
szigoru (flgg az aminosav-szekvenciatol), mig a lehetséges
akceptorok kére kivételesen tag. A képz&dé kovalens peptid-

kbtések nagy mértékben stabilak és protedz-rezisztensek, és
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a keresztkotést tartalmazéd proteinek vegyszerekkel, enzima-
tikus vagy fizikai behatasokkal szembeni megndvekedett el-
lendlldoképességéhez vezetnek.

Tovabba, a kiilénbsz8 TG-k széles koérl eldforduladsa kii-
16nb6z8 szervekben, szdvetekben, plazmaban és szdvet kdzti
folyadékokban, oOsszefliggést mutat a transzglutaminaz &ltal
moédositott proteinek eldfordulasaval véralvadékokban, sejt-
membranokon, a ham szarurétegében, hajban, k&rmdkben és az
extracelluldris matrixban. |

Az ismert transzglutaminazok megkilénbdztethetdk fizi-
kai sajatsagaik, a test kilénbozé helyein térténd kimutat-
hatésaguk és elsddleges strukturajuk alapjan.

A szoveti TG-t (tTG-t) celluléris, eritrocita,
endothelialis, citoplazmaris, maj vagy II. tipusu TG-nek is
nevezik, és az 75-85 kDa molekulatémegd monomer.

A protein 687 aminosavbél élié'teljes aminosav-szek-
venciajat cDNS alapjan hataroztak meg. A proteinszekvencia
vonatkozédsaban, 84 %-os homoldgia mutathatd ki a human en-
zim és az egér makrofagokbdl nyert megfeleld enzim k&zt; és
8l %-os homolégia mutathatéd ki a human enzim és a megfeleld
tengerimalac enzim kdzt. A fenti fajokban eldforduld nuk-
leotidszubsztitliciék gyakran nem befolyasoljik az aminosav—
szekvenciat. Az aktiv centrum nagy mértékben konzervalt, és
jelentds proteinszekvencia-homolégiat mutat a harom emli-
tett faj esetében (azaz, az 51 aminosavbdl 49 azonos), to-
vabba, nagy foki homolégiat mutat (75 %) a XIII. faktor a-

alegységével.
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A proteinben szigndlpeptid vaqy glikozilez&dés nem mu-
tathatdé ki, és annak ellenére, hogy abban tdbb cisztein
aminosav talalhaté, diszulfid-hidakak nincsenek jelen. Flu-
-oreszcens hibridizacidés eljaras szerint, a human szdveti
transzglutamindz gén a 20gl2-kromoszémarégidban talalhatd.
BaAr az enzimfelszabadulds mechanizmusa nem viladgos, egyér-
telmd bizonyitékok tamasztjak ala, hogy a tTG, altalanos
intracellularis elterjedtsége ellenére, fontos szerepet
tolt be az extracellularis matrixban (ECM-ben). Ezen felul,
az intracellularis Ca®*-koncentracié fizioldégias kdrilmé-
nyek mellett valdszerUtlen, hogy elérje a tTG aktivitasahoz
szikséges szintet, mig az extracellularis térben elegendden
magas Ca®" -koncentracié mutathatéd ki.

T8bb vizsgalat kapcsolatot mutatott ki a tTG és a
fibronektin ECM-protein k&ézt. A fibronektinen felul, a
nidogén, az N-termindlis prokollagén III. peptid, az V. és
XI. kollagének, az oszteonektin - amely egy mikrofibrillum-
asszocialt glikoprotein -, magas molekulatdmeqll dermatan-
szulfat proteoglikdn és a galektin-3 lektin ECM-molekulik
is a tTG specifikus szubsztratjaiként azonosithaték.

Tovabba, a tTG sebgydgyuldsban betdltstt lényeges sze-
repére utalnak azok az immunfluoreszcens vizsgalatok, ame-
lyeket tenyésztett WI38-sejteken (tiidé embrionalis fibro-
blasztokon) Végeitek, amely sejtek esetében, normalis k&-
rilmények mellett nem mutathatéd ki extracelluldris tTG-
aktivitas, de mesterségesen eldidézett sériilés esetében az
enzim extracelluldrisan is kimutathatévad valik. Az enzim

feltehetSen passziv felszabaduldsat a sériilt sejtekbdl,
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kezdetben nem-kovalens k&tés kialakuldsa kdveti az enzim és
az ECM, kozelebbrdl, az azt alkotd fibronektin és fibrilla-
ris kollagének kézt, midltal az enzim néhény o6rara katali-
‘tikusan aktivva valik. Patkadnymodellben - hasonldképp, sé-
rilés mesterséges Uton tdrténé létrehozasait kévetden -, 5
napon at fokozott tTG-aktivitds volt kimutathatd. Tovabba,
amennyiben hﬁmén eritrocita lizatumokat plazmaval inkubal-
tunk, azt taldltuk, hogy a felszabaduld tTG erds affinitast
mutat fibronektinhez. Valamennyi adat arra utal, hoéy tTG
ECM-hez torténé kotddése kdzponti szerepet jatszik a seb-
gyégyulas korai fazisédban, kézelebbrdl, az a XIII. faktor-
ral egyltt hozzajarul a fibrin stabilizalasahoz, ugy, hogy
keresztkdtéseket képez az extracelluladris proteinek kézt,
midltal véddéréteg és stabil adheziv szubsztrat képzédik a
seriilt sejtek koril. Eddig, nem sikeriilt gerincesekben ki-
mutatni olyan enzimet, amely képes lenne a proteinek tTG
altal katalizalt, kiulénlegesen stabil keresztkdtéseit hasi-
tani.

Azon felismerés alapjan, hogy a tTG szerepel autoanti-
génként sprue betegségben, a talalmany térgyat képezi tTG,
tTG-tartalmu vegyliletek, azok antigén sajatsdgu strukturai-
nak, immunreaktiv szekvencidinak vagy analdégjainak alkalma-
zdsa a fenti vegyiiletekkel szemben iranyulé immunreakciédval
jard betegségek diagndzisara és terdapidajuk hatasossagéanak
ellendrzésére. Kdzelebbrdl, a talalmdny szerinti eljarasok-
kal diagnosztizadlhaték példaul a felsorolt betegségek: akut
gyulladasos betegségek, példaul tuddégyulladas, glomerulo-

nephritis, virushepatitis; krénikus gyulladasos betegségek,
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példaul Crohn-betegség, Colitis ulcerosa; autoimmun beteg-
ségek, példaul autoimmun hepatitis, Sjoegren-szindréma,
Wegener-granulomatézis, reumatoid artritisz, idiopatias
-szervfibrézisok, példaul tiudéfibroézis. A taldlmdny szerinti
kimutatadsi eljaras kiillonésen eldnydsen alkalmazhatd sprue
diagndzisara és terapidja hatdsossdganak ellendrzésére. Mi-
vel az eljards gyorsan és kdltségkiméldé médon kivitelezhe-
té, lehetévé teszi a populacid hatékony szlrését tTG-
ellenanyagok jelenlétére.

A talalmany szerinti eljarasban tTG-ként alkalmazha-
tunk allati, szintetikus vagy rekombinins eredett tTG-t;
ugyanez érvényes tTG-tartalmu vegyiiletekre, amelyek ezen
feldl, lehetnek vegyes eredetfiek (példaul tartalmazhatnak
dllati tTG-t szintetikus peptiddel 0sszekapcsolva). A le-

irasban tTG-tartalmi vegyiileteken tTG proteinekkel alkotott

kémiai vegylleteit vagy azok analdgjait értjik. A leirasban

tTG-analdgoknak vagy a tTG-tartalmu vegyiiletek anldégjainak
nevezink valamennyi olyan antigén sajatsagui strukturét,
amely tTG-vel vagy tTG-tartalmu vegyiilettel szembeni ellen-
anyagokkal immunreakciéba 1lép, ilyenek lehetnek példaul
szintetikus peptidek. Immunreaktiv szekvenciakon tTG vagy
ETG-tartalmi vegyiiletek proteolizis, szintézis vagy gén-
technoldgiai beavatkozas révén létrejott fragmentumait, va-
lamint azok aminosav-szubsztituciéval létrehozott variansa-
it értjik.

A talalmény szerinti immunolégiai kimutatéasi eljaréast
jo6l ismert médszerek szerint végezziik. A betegben jelen 1lé-

v6 ellenanyagok kimutatidsara tehat barmely direkt (példaul

ese



_12_

szenzor ,chip” alkalmazdsan alapuld) vagy indirekt médszer
alkalmazhaté.

A direkt eljarasok szerint, az ellenanyagok antigénhez
‘térténd kotddését megvaltozott kémiai vagy fizikai sajatsa-
gok alapjan mutatjuk ki, ugy, hogy jeldlt k&étsds vegyllet
kimutatdsat magaban foglald tovabbi lépésekre nincs sziik-
séqg.

A talalmany egy elényds megvalédsitasi modja szerint, a
tTG-ellenanyagokat immunvizsgélati eljarassal, elénydsen,
szilard fazisu immunvizsgdlati eljarassal mutatjuk ki, agy,
hogy a reagédléanyagot, kdzvetlen vagy kozvetett mddon,
kénnyen kimutathatd jeldld vegyiilettel kapcsoljuk &ssze.
ElSénySsebben, a kimutatdst ELISA, RIA vagy immunfluoresz-
cens mdédszerrel mutatjuk ki. Ilyen kimutatasi eljérésdkban
alkalmazott médszerek szakember szamira jo6l ismertek.

ELISA-eljaradsban példaul, az antigént - esetiinkben
tTG-t - kdzvetleniil vagy kdzvetett mddon hordozdhoz, példa-
ul polisztirénhez k&tjik. A kimutatandd ellenanyaggal tdér-
ténd inkubdlast kévetden, az antigénhez kotédott ellenanya-
gokat - példaul beteg szérumaban talalhatéd ellenanyagokat -
kézvetlen vagy kdzvetett mddszerrel mutatjuk ki, enzimhez
kétdtt anyagok alkalmazdsaval. Ilyen anyagokként alkalmaz-
hatunk ellenanyagokat, ellenanyag-fragmentumokat vagy nagy
affinitasu ligandumokat, példaul biotin jeldl8anyaghoz k&-
t8dé avidint. Enzimekként alkalmazhatunk példédul peroxi-
dazt, alkalikus foszfatazt, P-galaktozidazt, uredzt vagy

glukdz oxidazt. A kotddsétt enzimek, ezaltal a kstddstt tTG-
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ellenanyagok mennyiségét példaul kromogén szubsztrat hozza-
adasaval hatarozhatjuk meg.

Radioimmunvizsgalati eljarasokban, az antigént - pél-
‘daul tTG-t - az eldbbiekhez hasonlé médon, kdzvetleniil vagy
kbzvetett médon hordozdéhoz, példaul polisztirénhez kotjuk.
A kimutatandd ellenanyaggal torténd inkubaléast kovetbden, az
antigénhez k&étédott ellenanyagokat - példaul beteg széruma-
ban talalhaté ellenanyagokat radioaktiv jelslést, példaul
'#*I-izotépot hordozé anyagok alkalmazasaval mutatjﬁk ki.
Ilyen anyagokként alkalmazhatunk ellenanyagokat, ellen-
anyag-fragmentumokat, nagy affinitasu ligandumokat, példaul
biotin jeldlSanyaghoz k&tédd avidint. A kétddott radioakti-
vitas mértékét megfeleld mérdkésziilékkel hatarozhatjuk megq.

Immunfluoreszcens vizsgalati eljarasok alkalmazéasakor,
az antigénhez k&tddott ellenanyagok mennyiségét a fentiek-
kel azonos elv alapjan hatdrozzuk meg, fluoreszcens jel-
6ldldanyagot, példaul fluoreszcein-izotiocianatot (FITC)
hordozé anyagok alkalmazasaval. Ilyen anyagokként alkalmaz-
hatunk ellenanyagokat, ellenanyag-fragmentumokat, nagy af-
finitasu ligandumokat, példaul biotin jeldl8anyaghoz k&tddd
avidint. A kotddott fluoreszcens festék mennyiségét ezutan
megfeleld mérdkésziilékkel hatdrozzuk meg.

A talalmany egy eldényds megvaldsitasi médja szerint, a
betegben talalhat6 ellenanyagokat agglutiniciés eljarassal
vagy géldiffuzidés eljarassal mutatjuk ki. Ezek az modszerek
szakember szamidra jol ismertek. Géldiffuzidés eljaras sze-
rint, az antigént vagy ellenanyagot tartalmazé oldatot pél-

daul agar vagy agardzlemez egymashoz kizel esd mélyiileteibe
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mérjik. Esetiinkben, antigén oldatként alkalmazhatunk példéa-
ul tTG-oldatot; ellenanyag oldatként pedig példaul vérszé-
rumot. Amint az anyagok kidiffundalnak a mélyiiletekbdl,
‘koncentracidégradiens jén létre, amelynek centrumat a megfe-
leld mélylilet képezi. Amennyiben a gélben az atfedd antigén
és ellenanyag koncentracidék aranya meghatarozott értéket ér
el, és az ellenanyag oldat az antigénnel szemben iranyuld
ellenanyagokat tartalmaz, precipitatum képzd&dik a gélben.

Az agglutinacidés eljarédsok szerint, valamely anﬁigén—
(példaul tTG-) hordozd részecskék, példaul latex vagy poli-
sztirén részecskék kdzt keresztkdtéseket hozunk létre el-
lenanyagok, példaul szérumbdél szarmazd ellenanyagok alkal-
mazasaval. A képzddd aggregatumokat példaul turbidimetria-
val mutathatjuk ki.

A talalmany egy kiiléndsen eldnyds megvaldsitasi médja
szerint, a sprueban szenvedd betegek szérumaban talalhatéd
ellenanyagokat IgA-specifikus vagy IgG-specifikus ELISA al-
kalmazdsaval mutatjuk ki. Azt talaltuk, hogy a sprueban
szenved§ betegek szérumaban taldlhaté IgA-ellenanyagok ki-
mutatasara alkalmas, tTG alapd, ujonnan kifejlesztett
ELISA-eljaras nagy érzékenységének és magas speéifitésénak
kO8szdnhetden, kitlnden alkalmazhatéd sprue diagndézisara és a
betegség kezelése hatdsossdganak ellendrzésére. Ez a kezelt
betegek utankévetése alapjan is nyilvanvald ( a kezelés so-
ran a titer csdkkenése figyelhetd meg). A taldlmdny szerin-
ti eljarassal kapott ELISA-eredmények és eqgy harmadik sze-
mely &ltal végzett immunfluoreszcens értékelés (anti-

endomizium IgA-ellenanyagok kimutatasa) adatainak &sszeha-
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sonlitasa szerint, a két vizsgalat jé egyezést mutat. Elté-
rések elsésorban alacsony ellenanyagtitereknél fordultak
eld, amelyek azonban az indirekt immunfluoreszcenciis méd-
'szer alkalmazadsabél koévetkeznek, amelyet jelenleg az elsd
szamu valasztandd eljardsnak tartanak. Az eltérések tdbbek
kdzott - a szubjektiv értékelésbdl, és a koridbbi médszerrel
kapcsolatosan el&forduld nem-specifikus reakcidkbdl adbdd-
nak.

Egyéb ellenanyag osztalyba tartozé ellenanyagok; pél-
daul IgG—ellenanyagok kimutatasan alapuld megfeleld eljara-
sok alkalmasak IgA-deficiens sprue betegek azonositéséra,
valamint tTG-vel szemben iranyuld immunreakcioéval jaré
egyéb betegségek vizsgidlatara.

A talalmédny szerinti kimutatdsi eljaras tovabbi eldnye
szédrmazik abbdél, ha a tesztrendszerben tisztitott tengeri-
malac tTG-t, humén tTG-t, proteolizissel vagy géntechnolé-
giai eljarasokkal nyert szekvenciakat vagy analdgokat, vagy
szintetikus uton eldallitott immunogén tTG-peptideket al-
kalmazunk. tTG-vel szemben iranyuld immunreakciéval jard
egyeb betegségek diagnézisdra és utanksvetésére alkalmas
ELISA-eljarast ismertetiink a 3.3 példaban.

A talalmany tdargyadt képezi tovabba, a 9. igénypont
szerinti, sz&jon &t adagolhatd gyégyészatirhatéanyag tTG-

vel, tTG-tartalmu vegyiiletekkel, azok antigén sajétsagu

strukturdival, immunreaktiv szekvenciaival vagy analégjai-

val szemben iradnyulé immunreakciéval jaréd betegségek keze-
lesére. A szdjon 4t torténd adagolasra alkalmas hatoéanyago-

kat eldényésen, tabletta vagy kapszula formajaban allitjuk
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eld, és azok alkalmazdsaval oralis toleranciat valtunk ki,
tTG, tTG-tartalmu vegyliletek, azok antigén sajdtsaqu struk-
tirai, immunreaktiv szekvencidi vagy analdgjai adagolasan
keresztil. Egyrészt, az autoantigén szajon &t torténd ada-
golasaval oralis tolerancidt érilink el; masrészt, ugy neve-
zett ,bystander” hatast valtunk ki, azaz, amennyiben a be-
tegseget okoz6 autoantigén nem ismert, egyes esetekben te-
rdpias hatasu lehet a célszervben az immunrendszerrel
érintkezd egyéb antigén szajon at térténd adagolasa. Ez az
antigén képes helyben az antigén-specifikus szupresszor T-
sejtek stimuldlasara, ezaltal, a szisztémads immunvalasz el-
nyomdsara. Kizardlag magasabb antigén dézisok alkalmazasa
esetén, az autoreaktiv T-sejtek anergidja valthato ki.

Oralis tolerancia kivadltdsa a megfeleld mdédszer kiilon-
bbz8 autoimmun betegségek kezelésére.

A talalmény szerinti gydégyaszati hatdanyagokat elénys-
sen, sprue kezelésére alkalmazzuk, de azok alkalmazhatdk
mas krénikus gyulladdsos bélbetegségek és autoimmun hepati-
tis kezelésére is.

A talalmény egy eldnyts megvaldsitasi médja szerint, a
ETG-t, tTG-tartalmi vegyiileteket, azok antigén sajatsagu
struktuarait, immunreaktiv szekvencidit vagy analégjait
0,01-100 mg/testtémeg-kg dézisban adagolijuk.

A taladlmédny szerinti gydgyaszati hatéanyagok - adott
esetben -, tartalmazhatnak gybégyaszatilag elfogadhafé adju-
vansokat, példaul a gydgyszergyartdsban szokasosan alkalma-
zott toltdanyagokat, sikositd anyagokat, a készitmény szét-

esését eldsegitd anyagokat, kdtdSanyagokat vagy a hatdéanyag
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felszabadulasat eldsegitd anyagokat. A gydégyaszatilag elfo-
gadhaté adjuvans aranya a valasztott aktiv hatéanyagtél
fliggden széles hatarok kozt valtozhat, és az A&altaléban
0,1-20 tdmeg-% k&zt van.

Kdzelebbrdl, a taldlmény eldnydsen, sprue diagnézisara
és terapiaja hatasossagénak ellendrzésére szolgald kimuta-
tasi eljarasra vonatkozik, amely eljirds nem-invaziv, nagy
fokban specifikus, és kdzvetleniil a betegséggel kapcsolatos
vegyllet kimutatdsdra iranyul. Az A&ltalunk kifejleéztett
eljaras eldénye, hogy az gyorsan, koénnyen és kd6ltségkiméld
mbédon kivitelezhetd, valaminf k1lénb6z8 laboratériumokban
standardizalhatdé. A vizsgalati eljaras tehat lehetdvé teszi
a populacid hatékony szlrését, tTG-vel szemben iranyuld el-
lenanyagok jelenlétére.

A vizsgalati eredmények objektiv volténak koszénhetd-
en, az eredmények mennyiségi meghatdrozdsanak lehetdsége az
eljarast folébe helyezi az immunfluoreszcens értékelésnek,
amely szubjektiv elemeket hordoz magaban. Ezen felil, az
immunfluoreszcens értékelést, kiilldndsen alacsony titerek
esetén, gatolja a vizsgilattal kapcsolatban megfigyelhetd
nem-specifikus reakcidék jelentkezése. Amennyiben a teszt-
rendszerben a specifikus autoantigént alkalmazzuk, a féem-
18s6k nyeldcsdmetszetein vagy k6lddkzsinbér-metszeteken
immunfluoreszcens eljarassal megfigyelhetd nem—specifikus
reakcidk a lehetd legnagyobb mértékben kikiiszébsdlhetdk.

Mivel a vizsgalati eljaras IgA-osztalyu ellenanyagok
vagy egyéb osztdlyba tartozé ellenanyagok esetében egyarant

alkalmazhaté, azzal az IgA-deficiens sprue betegek is azo-
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nosithaték. A tTG-vel szemben irdnyuld ellenanyagokon ala-
puld kimutatédsi eljaras ugyancsak alkalmas tTG-vel szemben
irdnyulé immunreakcidéval jard egyéb betegségek azonositasa-
'ra, vizsgadlatara, és terdpidjuk hatidsossaganak ellendrzésé-
re.

Miutan a tTG-t a sprueban szerepld autoantigénként
azonositottuk, azt alkalmazhatjuk teljes egész formajaban;
vagy alkalmazhatjuk annak immunreaktiv epitépjait (annak
proteolizissel vagy géntechnolégiai eljarasokkal nyert
szekvenciait, analégjait vagy szintetikus peptidjeit) sprue
szajon &t torténdé (oradlis) terapidjara; vagy tTG-vel szem-
ben iranyuldé immunreakcioéval jaréd egyéb betegségek terapia-
jara.

A taladlmany szerinti megoldast az aldbbiakban konkrét
megvalositasi példakon keresztil kivanjuk szemléltetni,
anélkil azonban, hogy igényiinket az ismertetettekre korla-

toznéank.

1. példa

Az autoantigén izoldldsa és jellemzése

1.1. Immunfluoreszcens eljards, APAAP-festés (APAAP:

alkalikus foszfatdz anti- alkalikus foszfataz)

A festést killonbozd sejtvonalakon végeztiik el, amelye-
ket eldzéleg 2 percig, -20 C-on, 100 £ metanolban fix&al-
tunk.

Az immunfluoreszcens kimutatasi eljards szerint, a ké-
szitményeket sprueban szenvedS betegbdl szarmazé szérummal

vagy kontroll szérummal inkubaltuk, mostuk, majd TRITC-
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jelsdlt, nydlban termelt anti-humdn-IgA ellenanyag alkalma-
zdsdval kimutatast végeztink [Schuppan és mtsai.: J. Biol.
Chem. 265 8823 (1990)].

Az APAAP-jeldlést azutan végeztiik, hogy a sejteket a
sprue-szérumokkal inkub&ltuk, ezutdn, azokat mostuk, végiil
az APARP-komplexeket kimutattuk [Cordell J.L. és mtsai.: J.
Histochem. Cytochem. 32, 219 (1984)].

A fenti vizsgdlatban, HT1080-sejtek (humdn fibroszar-
kéma sejtek), WT38-sejtek (humldn tiidé embriondlis fibro—
blasztok), Hep-1- és HepG2-sejtek (hepatokarcinéma sejtek)
esetében, betegszérum alkalmazdsa mellett egyértelmien po-
zitiv citoplazmafestédés volt megfigyelhetd, mig normal
szérumok alkalmazdsa vagy humdn IgA-val tdrténd eldkezelés
esetén nem volt jeloldédés kimutathatd. Humdn fityma fibro-

blasztok, human rabdomioszarkdéma (RD), Ito és Morris pat-

kany hepatéma, és kutya MDCK-sejtek alkalmazdsakor csupan

igen gyenge vagy negativ reakcidét tapasztaltunk.

1.2. Metabolikus sejtjeldlés, és az antigén immun-

precipitéacidja

Az autoantigén jellemzését és 1zoldlasat HT1080-sejtek
alkalmazdsaval végeztiik.

A sejteket L-alanil-L-glutamint, 10 % fotalis
borjuszérumot (,fetal calf serum”, FCS, Gibco),
100 egység/ml penicillint és 100 ug/ml streptomycint
(Seromed) tartalmazd Dulbecco-féle mdédositott Eagle-tapfo-
lyadékban (DMEM, Gibco) tenyésztettiik, 37 °C-on, 8 % CO,-
atmoszféraban. A metabolikus jeldléshez a sejteket 5 cm

atmeérdjl tenyésztsS edényekbe vittik at, majd azutan, hogy
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mintegy 90 2-ban Osszefliggd tenyészet alakult ki, a sejte-
ket metionin- és FCS-mentes tédpfolyadékban tartottuk, majd
ezt a  tapfolyadékot 3 ml, ¥s-metionint (0,2 mCi;
Expre®’s*s, NEN-Dupont) tartalmazdé FCS-mentes tapfolyadék-
kal helyettesitettiik. Miutdn a sejteket 16-20 &éran 4t a
fenti té&pfolyadékban inkubdaltuk, a feliluszdkat eltavoli-
tottuk. A sejteket foszfat-pufferes fizioldgids sdoldattal
(PBS; Seromed) mostuk, majd 3 ml lizispufferben lizaltattuk
(50 mmél/1 Tris-HCl; 150 mmdl/1l NaCl; 0,5 % Triton—X—lOO;
0,5 % IGEPAL CA-630 nem-icnos detergens (Sigma); Complete®
proteazinhibitor (Boehringer) (pH=7,5)]. Ezutdn, CNBr-akti-
valt ,Sepharose-4B” (Pharmacia) alkalmazasaval immunopreci-
pitédcidét végeztiink, mind a tdpfolyadék, mind a sejtlizatum
esetében.

Az aktivadlast és a ,Sepharose”-hoz térténd kotést a
gyartd utasitédsai szerint végeztiltk. Miutdn a ,Sepharose”-t
duzzadni hagytuk, és 1 mmél/l HCl-ben, pH=2,5 mellett mos-
tuk, a CNBr-aktivalt ,Sepharose”-t egy éjszakdn &t, 4 °c-
on, nyulban termelt, humdn IgA-val szemben irdnyulé ellen-
anyaggal inkubdltuk (Dianova; 2,4 mg ellenanyvag / 1 ml
Sepharose), a kovetkezd Osszetétell pufferben: 0,1 mél/l
NaHCO;, 0,5 mél/1l NaCl, (pH=8,3). A nem-kétddott ellenanya-
gokat az Osszekapcsold pufferrel torténd mosassal tavoli-
tottuk el, a szabad k&téhelyeket 1 mél/l1 etanolamin
(pH=9,0) hozzdadasaval, majd 2 6éran at, szobahdémérsékleten
térténd inkub&léassal telitettik”. Ezt kovetden, a
Sepharose”-t 3-szor mostuk (az egyes mosasokat 10-10-szeres

térfogatu pufferrel végezve), az alabbi Osszetételd puffe-
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rek valtakozva térténd alkalmazasaval: 0,1 mdél/l natrium-
acetat; 0,5 mél/l NaCl (pH=4,0); és 0,1 mél/l Tris-HCl;
0,5 mél/l NaCl (pH=8,0), majd a ,Sepahrose”-t sprueban
‘szenvedd betegek és egészséges egyének szérumaival
inkubadltuk (0,5 ml szérum / 1 ml Sepharose), egy éjszakan
at, 4 °C-on, ©&sszekapcsold pufferben (50 mmél/l Tris-HCL;
150 mmél/1 NaCl; 1 mmdél/l CaCl,; 1 mmél/1l MgCl, (pH=8,0)].
A feleslegben lévd szérumellenanyagokat Osszekapcsold puf-
ferrel t&rténé hdromszori mosdssal tavolitottuk el.

Minden alkalommal, 1 ml HTlOBO-tépfolyadékot vagy a
metabolikusan jeldlt sejtek sejtlizAtumadt (mintegy 5x10*
sejt lizatumat) 50 pl ,Cl4B-Sepharose”-val (Pharmacia) 30
percig, szobahdémérsékleten eldinkubdltunk, hogy a nem-
specifikusan k6tédé proteineket eltavolitsuk. Centrifugé-
last (10 000xg, 5 perc, 4 C) kovetSen, a feluluszdkat keve-
rés mellett, 4 °C-on, 50 pl olyan ,Sepharose”-val inku-
baltuk, amelyhez el8z8leg a betegekbdl vagy kontroll egyé-
nekb8l szarmazé IgA-t kotottink. Ezutdn, a ,Sepharose”-
pelleteket 3x1 ml mosdépufferrel (10 mmdél/l Tris-HCl; 1 %
IGEPAL CA-630 (Sigma); 0,5 % natrium-dezoxikolat; 0,1 %
natrium laurilszulfat; Complete® (Boehringer) (pH=8,0),
majd 1 ml, 10 mmbél/l Tris-HCl-pufferrel (pH=8,0) mostuk.
Ezt kdvetden, a pelleteket SDS vizsgadlati pufferben szusz-
pendaltuk, 5 percig, redukadld vagy nem-redukald kdriilmények
mellett, 95 °C-on inkub&ltuk; 10-12,5 % SDS-poliakrilamid-
gélen szétvalasztottuk ([Lammli, U.K.: Nature 227, 680
(1970)]; majd a precipitaldédott proteineket autoradiografi-

aval kimutattuk (1. abra).
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Tovadbbi vizsgdlatok soradn, a tapfolyadék esetében k&-
té8détt nagy molekulatdmegG proteinrél kimutattuk, hogy az
fibronektin, amely - mds proteinek mellett - nem-specifikus
moédon kotddstt ,,Sepharose”-hoz.

Egy sejt-asszocidlt 85 kDa protein precipitédlédott
azonban mind a 30 tesztelt sprue betegbdl szarmazd szérum-
bél; mig a 15 kontrollszérum - ezen belil, normdl szérumok,
Colitis ulcerosaban vagy Sjoegren-szindrémdban szenvedd be-
tegek széruma - esetében ilyen protein nem volt megfigyel-
hetd. A fentiek alapjadn arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy ez a protein a sprue kialakuldsa szempontjabél alapve-
téen fontos autoantigén.

A gélek ezlUst-nitrattal toérténd proteinfestésével
[Henkeshoven J. és mtsai.: Electrophoresis 6, 103 (1985)]
egy éles proteincsik volt hozzarendelhetd az autoradiogra-
fidval kimutatott 85 kDa csikhoz.

1.3. A 85 kDa autoantigén izoldldsa és tisztitdsa

Hogy az autoantigénbdl nagyobb mennyiséget izolédlhas-
sunk, &sszesen 65 (175 cm’ alapteriiletl) tenyésztSedényben
HT1080-sejteket (minteqgyl0’ sejtet) tenyésztettiink. Révid-
del azeldtt, hogy Osszefliggd tenyészet alakult volna ki, a
tapfolyadékot FCS-mentes tapfolyadékra cseréltik, majd a
sejteket tovAbbi 16-20 éran Aat, CO,-termosztétban inkubdl-
tuk. A sejtek lizélésat és az ilmmunprecipitaciét a fent le-
irtak szerint végeztiikk. A ,Sepharose”-pelletet &sszesen
4,5 ml, 2% DL-ditiotreitolt (Sigma) tartalmazé SDS-reakcié-

pufferben inkubdltuk, 5 percig, 95 °C-on, hogy a k&tédott
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proteineket felszabaditsuk, majd azokat analitikus SDS-
poliakrilamidgélen analizaltuk.

Az autoantigén tovabbi tisztitasara, az immun-
precipitatumot eludciés elektroforézissel, ,Prep Cell” (Mo-
dell 491, Bio-Rad) alkalmazasaval szétvalasztottuk, a ko-
vetkez8k szerint eljarva: 4,5 ml proteinelegyet 6,5 cm sze-
paralé gélbdl (8 $ poliakrilamid; pH=8, 8) és 1,5 cm
gyijtdgélbdél (4 % poliakrilamid; pH=6,8) 4llé kerek gélre
vittink fel (kilsé atmérd: 3 cm), majd elektroforééissel
szétvalasztottunk. Az egyes proteineket az elicidés puffer-
ben gyajtottik [25 mmél/1l Tris-HCl; 0,1 mél/l glicin;
0,01 % sSDS (pH=8,3)], 1,2 ml frakcidékban (0,8 ml/perc elu-
cids sebesség mellett). Az eludlt frakcidkat SDS-PAGE-gélen
analizaltuk, a kivant proteint tartalmazé frakcidkat (mint-
egy 15 ml) elegyitettik, és wultrafiltraciés elijaréssal
(,Amicon Centriprep-50” alkalmazasaval; 1000xg mellett)
mintegy 1 ml térfogatiira koncentréltuk.

1.4 Az autoantigén protedz emésztése

Tobb vizsgadlt protedz koziil az endoproteinaz-Asp-N bi-
zonyult megfeleldnek a protein fragmentédlidsdra, mivel az
nagy mertékben reprodukdlhaté hasitdsi mintdt eredménye-
zett, viszonylag jél elkiilénithetd fragmentumokkal. 1:100
ardnyu enzim:szubsztrat koncentraciét alkalmaztunk, és az
emésztést 30 percig, 37 °C-on végeztiik.

1.5 A proteinek transzfere PDVF-membranra

Miutan a tisztitott autoantigént emésztettiik, a peptid
fragmentumokat preparativ, 10 %$-os Tricingélen szétvalasz-

tottuk ([Schagger H. és mtsai.: Anal Biochem. 166, 368
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(1987)] (2. éabra), és 4 °C-on, PVDF-mebréanra (polivinili-
dén-difluorid; ,Immobilon™, Millipore”) wvittik &t, félsza-
raz gyorsblot eljarédssal, grafit-tartalmi elektrédlemezek
-alkalmazasaval (,Fastblot B32/33”; Biometra). Ebb&l a cél-
bél, a kévetkezd rétegeket helyeztilk az anédlemezre: 1.) 1.
anédpufferrel (300 mmoél/l Tris-HCl; 20 % metanol (pH=10,4)]
dtitatott szlrdpapirt; 2.) 2. anbédpufferrel [30 mmdl/l
Tris-HCl; 20 % metanol (pH=10,4)] A&titatott szlrdpapirt;
3.) a metanolban aktivalt és andédpufferrel ekvilibrélt
PVDF-membrant; 4.) a Tricingélt; 5.) két réteg, katédpuf-
ferrel atitatott szirdpapirt [25 mmd6l/1l Tris-HCl; 40 mmédl/l
g-amino-n-kapronsav; 20 % metanol (pH=9,4)]; 6.) katddle-
mez. A transzfert 35 percen &at, 180 mA mellet végeztiik.

Ezutan, a PVDF-membrant 0,1 % ,Coomassie Blue Serva R-
250" festéket és 50 ¥ metanolt tartalmazé elegyben 5 percig
festettik, 50 metanolt, 10 % ecetsavat tartalmazé oldatban
szintelenitettuk, desztillalt vizzel alaposan mostuk, majd
levegdén szaritottuk. Az emésztett autoantigén 10 kDa,
14 kDa, 16 kDa és 25 kDa molekulatsdmegll jellemzd csikjait
6vatosan kivagtuk, és annak N-terminusat egy eldzetes szek-
venidlassal meghataroztuk.

1.6 Edman-degradéacid

[Az eljarast Edman és Henschen leirdsa szerint végez-
tik: lasd Neddleman S.B.: ,Protein Sequence Determination”,
Springer Verlag, Berlin, 232-279. oldal (1975)].

~Rpplied Biosystems 4778-Sequenator” késziilékkel wvég-
zett szekvenéléssal harom aminosav-szekvenciat kaptunk,

amelyeket a ,Swiss Prot 31” adatb&zisban szerepld szekven-
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ciadkkal vetettink 6ssze (,PC/GENES” programcsomag alkalma-
zasaval; IntelliGenetics). A fenti &sszehasonlitds szerint,
minimadlis eltérésektdl eltekintve, a harom fragmentum szek-
'venciaja egyértelmien megfelelt a humdn szoveti transzglu-
tamindz (tTG; EC 2.3.2.13; protein glutamin y-glutamil
transzferdz) szekvencidjanak. A szekvenciakat az ,egybetils

kéddal” adtuk meg; X nem azonositott aminosavat jelent:

t-Transzglutaminéz: 28" REKLVVRRGQPEW;

10 kDa fragmentum: REKLVVRRGQPEF (S) ;
t-Transzglutaminaz: 581’ DLYLENPEIKIRILG;
14 kDa fragmentum: DLYLENPEIXIXILG;
t-Transzglutaminaz: 438’ DITHTYKYPE;

16 kDa fragmentum: DITLTYQYP (V) .

A 25 kDa fragmentumhoz nem volt egyértelmien tTG-
szekvencia hozzarendelhetd, mivel ez kiilonbdz8 peptidek

elegyéb8l &llt.

2. példa

A szoveti transzglutamindz (tTG) sprue-autcantigénként

tdrténd azonositasa

2.1. Tengerimalac tTG immunprecipitéaciéja

Mivel az kereskedelemben hozzéférhété, és nagy foku
(>80 %) szekvenciahomoldgidt mutat human tTG-vel, tengeri-
malac majbél izoladlt tTG-t (Sigma) eld8szdr gélelektorforé-

zissel szétvalasztottunk, hogy annak tisztasdgat ellendriz-
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ziik. Tobb mas protein jelenléte mellett, a tTG - amely az
Osszes protein mintegy 50 %-at tette ki -, képviselte a
leger&sebb csikok egyikét.

BAr a 687 aminosavbdél &lldé human tTG csak kis mérték-
ben kiilénbdzik a 690 aminosavbél 4&lldé tengerimalac tTG-
proteintél, a két protein SDS-poliakrilamidgélen megfigyel-
hetd migricids sajdtsaga nagy mértékben eltér. Mig az alla-
ti eredetldl protein a varakozdsnak megfelelden, 75-80 kDa
molekulatdomegnek megfelelden vandorol, a humén profeint,
annak ellenére, hogy az N-glikozilezést latszdélag nem tar-
talmaz, Jelentdsen kisebb migracids sebesség jellemzi, és
az - amint azt a szakirodalomban leirjak [Gentile V. és
mtsai.: J. Biol. Chem. 266, 478 (1991)] -, 85 kDa latszdla-
gos molekulatémegnek megfelelden vandorol.

A sprue betegek szérumdbdl szdrmazd humadn ellenanyagok
és tengerimalac tTG kozti reaktivitdst immunoprecipitacids
eljarassal teszteltliik. Ebbdl a célbdl, 4 pug tTG-t (Sigma),
500 pl, 0,5 % szarvasmarha szérumalbumint tartalmazé lizis-
pufferben, keverés mellett, ,Sepharose-B”-hez k&tdtt sprue-
IgA-val inkubdltunk, 4 °C-on, egy éjszakdn &t, majd a
.Sepharose”-t mostuk, redukdld korilmények mellett SDS-
reakcidépufferben forraltuk, és a proteineket 10 %-os poli-
akrilamidgélen szétvalasztottuk (lasd 4.1.2). Itt, a vart
csik (80 kDa molekulatomegld csik) specifikus precipitéacié-

jat észleltiik, a szennyez&8dések nélkul.
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2.2 A tTG autoantigénként torténd azonositésa Western-

blot eljaréassal

Miutdn 2 ug tengerimalac tTG-t SDS-gélen szétvalasz-
tottunk és nitrocelluldzra vittink at, a blottot 2 % ala-
csony zsirtartalmu £616zott tej port és 3 % Tween-20-
detergenst tartalmazé PBS-ben (pH=7,3), 4 °C-on, egy éjsza-
k&dn &t blokkoltuk. Ezt kovetben, a membrént egy oéran at, a
fentivel megegyezd Osszetételd pufferben (1/200 aranyban)
higitott sprue szérumban inkubaltuk, hdromszor mostuk, majd
egy 6ran at, alkalikus foszfatédzzal jelslt, humadn IgA-val
szemben iranyulé (1/500 aranyban higitott) nyul ellenanyag-
gal inkubaltuk. A Dblottokat PBS-ben mostuk, majd ,Nitro
Blue tetrazolium” és 5-brém-4-klér-3-indolil-foszfat szub-
sztrédtként torténd alkalmazdsaval eldhivtuk [Blake M.S. és
mtsai.: Anal. Biochem. 136, 175 (1984)].

A 75-80 kDa méretl csik egyértelmld pozitiv jelet adott
a sprue szérummal, ami tovabbi bizonyitéka annak, hogy a
sprue betegek széruma tTG-vel szemben irdnyuld, IgA-
osztalyba tartozé ellenanyagokat tartalmaz; mig a kontroll
szérumok esetében nem volt jel megfigyelhetd.

2.3. A tTG endomizium-autoantigénként torténd azonosi-

tédsa, indirekt immunfluoreszcenciis eljarassal

Féemlésbdl szarmazd nyeldcsd szoveti metszeteket
(Euroimmun, Németorszag) alkalmaztunk sprue szérumokban je-
len 1lévd, endomiziummal szemben iranyuldé IgA-ellenanyagok
indirekt eljarassal toérténd kimutatadsara, valamint azok
tTG-vel tdérténd gatolhatésadganak igazoladsara. Miutdn 10 pl,

PBS-ben 1/320 aranyban higitott betegszérumot 0,5 pg vagy
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10 pg tengerimalac tTG-vel (Sigma), wvalamint 10 pug BSA-val
(Sigma) 1 6ran at, szobahdémérsékleten eldinkubaltunk, azo-
kat a fenti nyeldcsémetszetekkel inkubaltuk, 1 oéran Aat,
‘szobahémérsékleten, magas paratartalma légtérben. Pozitiv
kontrollként sprue szérumot alkalmaztunk (1/320 aranyban
higitva), negativ kontrollként egészséges egyénektdl szar-
mazé szérumot alkalmaztunk (1/50 érényban higitva). Miutéan
a metszeteket 0,2 & BSA-t tartalmazé PBS-ben hdromszor mos-
tuk és levegdén szaritottuk, az autoantigéneket ugy mutattuk
ki, hogy a metszeteket 1 6rdn 4&t, szobahdmérsékleten,
TRITC-jeldlt, humdn IgA-val szemben irdnyuld (PBS-ben 1/50
ardnyban higitott) nyul ellenanyagokkal (Dianova) inkubdl-
tuk. A feleslegben 1évé ellenanyagokat ugy tavolitottuk el,
hogy a metszeteket 0,2 % BSA-t tartalmazé PBS-ben, PBS-ben,
majd desztilldlt vizben mostuk.

A betegszérum alkalmazdsaval az ECM egyértelmien fes-
tédott az IgA-osztalyu ellenanyagokkal, amely festddés no-
vekvd koncentracidéjli tTG hozzdadasaval gatolhatd volt, de
BSA-val tdrténd eldinkubdlassal nem. Az egészséges egyének-
b&l szarmazéd szérum alkalmazdsdn alapuld kontroll esetében

a nyeldcsémetszeten festddés nem volt megfigyelhetd.

3. példa

3.1 IgA-ellenanyagok kimutatdsan alapuld sprue-speci-

fikus ELISA kifejlesztése, sprue diagndzisdra és utdnkdve-

tésére
Egy (1) pg tengerimalac transzglutaminazt (Sigma T-

5398) 100 pl PBS-ben polisztirén mikrotitrald lemezek
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(Greiner Labortechnik, 96 mélylletl lemezek) mélylileteibe
pipettdztunk, és a lemezeket lassu koérkords mozgatds mel-
lett, 2 éran at, 37 °C-on inkubaltuk. A nem-kétddott tTG-t
‘PBS—éel torténd mosadssal tavolitottuk el (3x200 pl), a
mélyiletek szabad kotéhelyeit 250 pl, 1 & szarvasmarha szé-
rumalbumint (Sigma) tartalmazd PBS-sel blokkoltuk, egy éj-
szakdn at, 4 °C-on. Miutan a mélyiileteket 0,1 % Tween-20-
detergenst tartalmazd PBS-sel mostuk (3x200 pl), azckhoz
0,1 % Tween-20-detergenst tartalmazé PBS-ben, csdkken6 kon-
centraciéju szérumhigitds sort adtunk, és a lemezeket 1
éran at, szobahdémérsékleten, lassu korkdrds mozgatds mel-
lett inkubaltuk, majd Tween-20-detergenst tartalmazd PBS-
sel mostuk (3x200 pl), végul 1 éran at, szobahdmérsékleten,
human IgA-val szemben irdnyulé, peroxidazzal konjugadlt nyul
ellenanyagokkal (Dianova) inkubaltuk (amelyet 100 upl, 0,1 %
Tween-20-detergenst tartalmazé PBS-ben, 1/400 aranyban hi-
gitva alkalmaztunk). Miutdn a mélylileteket PBS-sel mostuk
(3-szor), a lemezeket 30 percig, szobahémérsékleten, sotét-
ben, 200 pl, kovetkezd Osszetétell oldattal inkubaltuk:
0,1 mél/1 citrat-puffer, 17,6 mmél/l1 H,0,; 5,5 mmdél/l o-
feniléndiamin-hidroklorid (Sigma) (pH=4,2); majd a képzd-
doétt szines terméket ELISA-olvasdval (MRX, Dynatech
Laboratories), 450 nm hullédmhosszon kimutattuk.

Hisz (20), sprueban szenvedd betegtdl szirmazd széru-
mot teszteltink gluténmentes terdpia megkezdését megeldzd-
en, és azt kovetden, azaz, a betegség aktiv és kevésbé ak-
tiv fdzisaiban. A tesztrendszer nagy mértékben szenzitivnek

bizonyult, az értékek a sprue aktiv fazisdnak megfelelden
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alakultak. A diéta betartdsanak eredményeképp, terédpia si-
kerét a tTG-vel szemben irdnyuld IgA-ellenanyagok mennyisé-
gének csOkkenése jelezte. A teszt magas foku specifitésa
nyilvanvald volt az egészséges egyénektdl szarmazd kont-
rollszérumok, Colitis ulcerosdban, ma&jzsugorban, kiilénbdzd
tumorokban, Sjoegren szindrémaban, stb. szenvedd betegektdl
szarmaz6 szérumok alacsony fényelnyelési értékei (alacsony
hattér szintje) alapjan (3. abra).

3.2 Egyéb osztalyba tartozé ellenanyagok, példaul IgG-

ellenanyagok kimutatdsadn alapuld ELISA-eljirds kifejleszté-

se, sprue diagndzisara és utankovetésére

Mivel a sprue betegek mintegy 2 %$-a IgA-deficiens, a
szérumokat a bennik taldlhaté tTG-vel szemben iradnyuld IgG-
ellenanyagok szenzitivitdsdra és specifitasara teszteltiik.
Az ELISA-eljarast a 3.1. példdban ismertetettek szerint
végeztilk, csupdn azzal az eltéréssel, hogy abban a peroxi-
dazzal konjugalt, humdn IgA-val szemben iranyuld nyul el-
lenahyagok (Dianova) helyett anti-humdn-IgG-ellenanyagokat
alkalmaztunk (Dianova). Szenzitivitasuk tekintetében, a
sprue betegek esetében meghatarozott értékek, mind a glu-
ténmentes diéta megkezdését megeldzden, mind azt kodvetden,
megfeleltek az IgA-ellenanyagok kimutatidsdval kapott ered-
ményeknek

Néhany kontroll szérum esetében, kis mértékben megno-
vekedett értékeket taldltunk, ami &sszhangban volt azokkal
a korabbi megfigyelésekkel, hogy az endomiziummal szemben

irédnyuld, IgG-osztalyba tartozd ellenanyagok indirekt
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immunfluoreszcens eljarassal torténd kimutatdsa alacsonyabb
specifitasa vizsgalat (4. abra).

3.3. ELISA-eljards - példdul IgA-ellenanyagok kimuta-

'tdsan alapuld ilyen eljdréds - kifejlesztése tTG-vel szemben

iranyuldé immunreakcidéval jard egyéb betegségek diagndziséara

és utankovetésére

Az ELISA-eljarast a 3.2 példédban ismertetettek szerint
végeztiik.

Krénikus gyulladassal jardé betegségben wvagy autéimmun
betegségben [példaul Colitis ulcerosdban (C.U:), Crohn-be-
tegségben, akut autoimmun hepatitisben] szenvedd betegek
szérumal esetében kis mértékben vagy mérsékelten emelkedett
értékeket tapasztaltunk.

A tTG-vel szemben irdnyuld autoantigének kimutatdséira
alkalmas IgG-specifikus ELISA-eljaras alkalmazhatd tehat
tTG-vel szemben iranyuld -immunreakcidval jard betegségekben
szenvedd betegek esetében diagnézisra, és a terdpia hata-

sossdgdnak ellendérzésére.

4. példa

A szoveti transzglutamindz (tTG) eddig nem ismert

funkcidjinak kimutatdsa, gliadin-keresztkdtések létrehoza-

saban

Mig a tTG &altal katalizalt reakcidkban acil-akceptorok
széles spektruma vehet részt, az acil-donor szerepének be-
toltésére csak néhany molekula képes. Egy 1in vitro kisér-
letben radioaktivan Jjeldlt putreszcin gliadinba toérténd,

tTG 4altal katalizalt Dbeéplilését, és ezen keresztiil azt
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vizsgaltuk, hogy a gliadin képes-e a tTG donor-
szubsztratjaként funkciondlni. Szazhatvan (160) pl puffer-
ben [0,1 mé6l/1l Tris-HCl; 150 mmél/1l NaCl; 5 mmdl/1l CaCl,
(pH=7,5)] 1 ug szubsztratot (gliadint vagy kontroll protei-
neket, példaul albumint), 2 pucCi [’H]-putreszcint és 1 ug
tTG-t (tengerimalac eredetl proteint; Sigma) inkubdltunk 2
bran at, 37 °C-on. A reakcidét 100 pl, S50 %-os trikldrecet-
sav (,trichloracetic acid”, TCA) hozziadasaval 4&llitottuk
le, és a proteineket 4 °C-on, egy éjszakdn a4t precipitdl-
tuk. Centrifugalast kovetden, a pe;leteket 10 & TCA-val
mostuk, SDS tartalmu reakcidépufferben szuszpendaltuk, majd
- egyrészt - SDS-PAGE-gélen szétvalasztottuk; masrészt,
szcintillacidés szamlaldban a belitésszadmot meghatdroztuk.
Mig a kontrollok esetében nem volt észlelhetd putreszcin-
beépiilés, gliadin alkalmazdsa esetén egyértelmien kimutat-
haté volt a [’H]-putreszcin beépiilése, miﬁd a szintilléaciéds
szamlaléval meghatdrozott eredmények alapjan, mint az SDS-
PAGE alapjan, Dbizonyitékat szolgdltatva annak, hogy a

gliadin kitdndé szubsztrdtja a tTG-nek.
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A leirasban a kdvetkezd roviditéseket alkalmaztuk:

Ab: (,Antibody”) ellenanyag;

ey
L) ase

.
oo e

APAAP: alkalikus foszfataz - anti- alkalikus
foszfataz;
BSA: (,bovine serum albumin’”) szarvasmarha szérumalbu-

min;

cm: centiméter;
DMEM: Dulbecco-féle médositott Eagle-tapfolyadék;

EC: enzim osztadlyozadsi hivatkozdsi szam;

ELISA: (,Enzyme-linked immunosorbent assay”) enzimmel

jeldlt reagens kotddésén alapuld immunoszorbens vizsgalati

eljaras;

ECM: extracelluldris matrix;

FCS: (,fetal calf serum”) f6tdlis borjuszérum;
h: [hour(s)”] éra, orak;

H,0,: hidrogén-peroxid;

HLA: humédn limfocita antigén;

IEL: intraepithelidlis limfocitéak;

Ig: immunglobulin;

kDa: Kilodalton;

mél/1l.: mél/liter;

mA: milliAmper;

MHC: (,major histocompatibility complex”)

hisztokompatibilitdsi komplex;

min.: [,minute(s)”] perc;
mmdél/l: millimél/liter;

M,: relativ molekulatdmeg;

fé
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Lg: mikrogramm;
ul: mikroliter;

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis;

PBS: (,phosphate buffer”) foszfat-puffer;

PLA,: foszfolipaz-A;;

PVDF: polivinilidén-difluorid;

SDS: (,sodium dodoecyl sulfate”) natrium- dodecil-
szulfat;

TCA: (,tricloracetc acid”) triklérecetsav;

TGF: (,transforming growth factor”) transzformélé no-
vekedési faktor ;

Tris: Tris-(hidroximetil)-aminometé&n;

tTG: (,tissue transglutaminase”) szdveti transzgluta-

minaz.
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Eljdras coeliakias betegség immunocldégiai azonosité-
'sdra, azzal jellemezve, hogy anti-tTG-ellenanyagokat muta-
tunk ki valamely testfolyadékban, szdveti transzglutamindz-
zal (tTG-vel), tTG-tartalmu vegyiletekkel, azok antigén sa-
jadtsdgu strukturdival, immunreaktiv szekvenciaival vagy
analdégjaival adett immunreakcid alapjéan.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy human IgA- és/vagy IgG-ellenanyagokat mutatunk ki.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy humén, éliati, szintetikus vagy rekombi-
nans tTG-vel vagy tTG-tartalmi vegyiilettel szemben iranyuld
ellenanyagokat mutatunk ki.

4. Az 1-3. igénypontok valamelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy oOnmagdban ismert immunvizsgédlati
médszert alkalmazunk, eldénydsen, a reagdldanyagok egyikét
direkt vagy indirekt médszerrel, 3jél1 kimutathatd Jjelolés-
anyaggal kapcsoljuk &ssze.

5. A 4. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy a kimutatédst szilard fazison végezziik.

6. A 4. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy a kimutatédst ELISA-, RIA- vagy immunfluoreszcens elja-
rassal végezzik.

7. tTG, tTG-tartalmu vegyllet, ezek antigén sajatsagu
strukturdi, immunreaktiv szekvencidi vagy analdgjai alkal-
mazdsa autoimmun betegségek diagndzisdra vagy terdpidjuk

hatdsossdganak ellendrzésére.
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8. A 7. igénypont szerinti alkalmazdsok béarmelyike,
coeliakiads betegség diagndzisdra vagy terdpidja hatasossa-
ganak ellendérzésére.

9. Szajon A&t adagolhatd gydgyaszati hatdanyag, amely
£TG-t, tTG-tartalmi vegyliletet, ezek antigén sajatséagu
strukturait, immunreaktiv szekvenciait vagy analégjait, va-
lamit - adott esetben - gybégyadszatilag tolerdlhatd adju-
vanst tartalmaz, coeliakiads betegség kezelésére.

10. tTG, tTG-tartalmu vegyllet, ezek antigén sajétségﬁ
strukturai, immunreaktiv szekvencidi vagy analdégjai alkal-
mazadsa coeliakiads betegség kezelésére alkalmas, szajon &t

adagolhaté gydgyaszati hatdanyag eldallitasara.
A bejelentd helyett
a meghatalmazott:

DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Pethé Arpéad
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Az autoantigén kimutatasa SDS-PAGE eljarassal,
immunprecipitaciot (IP) kévetden

a b c d

a: Sejtlizatum immunprecipitacioja kontroll szérummal

b: Tapfolyadék immunprecipitacidja kontroll szérummal

c: Sejtlizatum immunprecipitacidja sprue-szérummal a
talalmany szerinti autoantigén kimutatasa

d: Tapfolyadék immunprecipitacidja sprue-szérummal

1. abra
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Az autoantigén proteaz-emésztése
Endoprotedz-Asp-N-enzimmel

— 25kDa

16 kDa
-— 14 kDa

10 kDa

!

a: A taldimany szerinti autoantigén
b: Az autoantigén proteaz emésztéssel kapott fragmentumai

2. abra
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