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1. Roviditések jegyzéke

A abszorbancia

ARCI autoszomalis recessziv congenitalis ichtyosis
ATP adenozin-5’-trifoszfat

AU arbitrary unit

BSA bovine serum albumin

C3 komplement 3

CD coelidkia (coeliac disease)

CE cornified envelope

CF cryofibrinogén

CG cryoglobulin

DGP deaminalt gliadin peptid

DH dermatitis herpetiformis

DIF direkt immunfluoreszcens

ECM extracellularis matrix

ELISA enzime-linked immunosorbent assay
EMA endomysium antitest

FXIHI faktor XIII

F13A1 FXII-A génje

FFI férfi

FITC fluoreszcein-isotiocianat

GMD gluténmentes diéta

GSE glutén szenzitiv enteropathia

GTP guanozin-5’-trifoszfat

HEPES hidroxietil-piperzeinetan-szulfonsav
HLA human leukocyta antigén

IDDM inzulin dependens diabetes mellitus
IG immunglobulin

IEL intraepithelialis lymphocyta

IQR interquartile range

LINE-1 long interspersed nucleotide element



MHC major histocompatibility complex

MODY maturity-onset diabetes of the young

NCGS non-celiac gluten sensitivity

OMIM online mendelian inheritance in man

PBS phosphate-buffered saline

PDF probability density function

PV pemphigus vulgaris

RES reticuloendothelial system

SE Semmelweis Egyetem

SEM szkenning elektronmikroszkop

TG transzglutamindz

TG1 transzglutamindz 1 (keratinocyta transzglutaminaz)
TG2 transzglutaminaz 2 (szoveti transzglutaminéz)
TG3 transzglutaminaz 3 (epidermalis transzglutaminaz)
TGM transzglutaminaz gén

T™MB tetramethylbenzidine

tPA szoveti plazminogén aktivator



2. Bevezetés

Tobb, mint szazharminc év telt el azota, hogy Louis Adolphus Duhring (University of
Pennsylvania, Philadelphia, Egyesiilt Allamok) dermatitis herpetiformis (DH) néven,
valoszinlileg egyéb holyagos betegségeket is beleértve, leirta a dermatitis
herpetiformist.! Azt, hogy eltér a klasszikus bullosisoktol (valédi hélyag ritkan lathato),
késébb Louis-Anne-Jean Brocq (Hopital Sant-Louis, Parizs, Franciaorszag) figyelte
meg, ezért Duhring-Brocq, vagy Brocg-Duhring korképnek is nevezik.? A DH
tényleges verifikacidja és diagndzisa az immunfluoreszcens diagnosztikai sajatsagok
kimutatasatol szamithatd (Van der Meer, 1969).> Koszonhetéen az intenziv
kutatasoknak, ma mar tudjuk, hogy a DH egy glutén indukalta, Gn. glutén szenzitiv
bdrbetegség. Bar a korkép patomechanizmusat évtizedek ota kutatjdk, jelenleg sem
ismert pontosan. Az elmult évtizedekben egyre nagyobb figyelem fordult a glutén
szenzitiv megbetegedések felé. A diagnosztizalt esetek szdma, koOszonhetéen az
immunszerologia rohamos fejlodésének, jelentésen noétt. Az egyre kifinomultabba valo,
korszerli szerologiai vizsgalatok hatékony segitséget nyujtanak a diagnosztikdban és a
terapias hatékonysag ellendrzésében egyarant.

A bevezetésben a DH klinikumat, patogenezisét, a patogenezisben kozponti szerepet
jatsz6 transzglutamindz enzimcsaladot ismertetem, és részletesebben kitérek a DH
autoantigénjére, a transzglutaminaz 3-ra (TG3), amit 2002-ben a Semmelweis Egyetem
BOr-, Nemikortani és Bdronkologiai Klinika kutatocsoportja - nemzetkozi
kollaborécioban - azonositott.

Munkacsoportunk célul tiizte ki a DH patomechanizmusanak tovabbi vizsgalatat. A
dolgozatban a keringd TG3 — immunglobulin A (IgA) immunkomplex vizsgélatok,
valamint a fibrinolitikus potencidl ¢és fibrinszerkezet vizsgalata sordn kapott

eredményeinket ismertetem.

2.1. A transzglutaminaz enzimcsalad altalanos ismertetése

Az emberi szervezetben eddig kilenc transzglutaminazt (TG) azonositottak, ebbdl nyolc
kodol aktiv enzimet (faktor XIII-A, TG1-7), a csalad kilencedik tagja egy



struktarfehérje, mely nem rendelkezik enzimatikus aktivitdssal, a vorosvérsejtek
membranjanak felépitésében van szerepe (erythrocyta 4.2 savfehérje, 4.2 protein) (1.
tablazat).* Az elsé enzimet, mely a mai TG2-nek felel meg, Sarkar és munkatéarsai
azonositottdk 1957-ben®, az enzimatikus aktivitds alapjait késébb Folk és Cole

publikaltak.®

A transzglutaminazok fehérjék poszttranszlaciés modositasat katalizaljak. A
legismertebb poszttranszlaciés 1épés a transzamidacid/deamidacid, mely soran az
enzimek a fehérjék, vagy polipeptidek lizin és glutamin oldallancai kozott N*-(y-
glutamil)-lizin izopeptid oldalk6téseket hoznak létre, ami a kovalens keresztkotéseknek
koszonhetden rendkiviil ellenalld a kiilonb6zé proteolitikus hatasokkal szemben. A
folyamat soran ammonia szabadul fel, amikor a glutamin amid csoportja lehasad (1.
abra).” A Kkatalizalt reakcid irreverzibilis, ezért szigorGian szabélyozott. Ez a hatis
elengedhetetlen példaul a megfeleld haemostasis, borbarrier és az extracellularis matrix
(ECM) kialakitasa soran. Ezzel a mechanizmussal stabilizalja a faktor XIII-A (FXIII-A)
a fibrint, valamint a TG2 az ECM-ot. Amennyiben amin donor nincs jelen, deamidaciot
is végezhetnek, mely soran peptidlanchoz kotott glutamat keletkezik, valamint szabad
aminocsoportokat is kothetnek (1. abra). Az igy keletkezett proteinek neoantigénként
autoimmun folyamatokat indithatnak be, mint példaul a glutén szenzitiv korképek

esetében.

A transzglutaminazok a transzamidacio/deamidacié mellett kinaz, diszulfid izomeraz,
GTP/ATPaz, izopeptidaz aktivitassal is rendelkezhetnek, valamint észterifikaciot és
hidrolizist is katalizalhatnak.® °

A transzglutaminazok az enzimatikus aktivitdson tal G-proteinként is funkcionalnak,
GTP-t kotnek és hidrolizalnak, szignaltranszdukcids folyamatokban és a sejt-ECM
kolcsonhatasokban is szerepet jatszanak. Intracellularisan és extracellularisan egyarant

eléfordulhatnak, aktivitasuk szigoraan Ca2*-fiiggd.
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1. 4bra A transzglutaminazok katalizalta enzimatikus reakciok.® (1) Szabad
aminocsoport keresztkotése (2) Protein-protein keresztkotés N*-(y-glutamil)-lizin
izopeptid kotésen keresztiil (3) Glutamin deamidalasa, mely peptidlanchoz kotott

glutamat keletkezéséhez vezet.

A TG csalad tagjait kodold gének nagyfoku hasonldésagot mutatnak. A TG1 génje
(Tgml) és a FXIII-A génje (F13A1) 15 exonbol és 14 intronbol all, Tgm2-7 és a 4.2
protein génje (Ebp4.2) 13 exonbdl és 12 intronbol all.8 1

A human transzglutaminazok harmadlagos szerkezete, amit a TG2 térszerkezetén
keresztiil ismertetek, nagymértékben konzervalt az enzimcsalad tagjai kozott (2. abra).
Négy domén, egy kdzponti core domén (1.), egy N-terminalis B-red6 domén (II.) és két
C-termindlis B-hordé domén képezi szerkezetiiket (II1., IV.). Az aktiv centrumot, mely a
core doménen beliil helyezkedik el, a cisztein (277.) - hisztidin (335.) — aszparaginsav
(358.) aminosavak jellemzik. Nyugalmi helyzetben a centrum rejtett pozicioja,
aktivalasdhoz Ca®" is sziikséges. Fiziologias koriilmények kozott a TG2 két formaval

rendelkezik, a GTP/GDP kotott, transzamidalas szempontjabol inaktiv, zart formaval és

a Ca?*-kotott, nyitott, aktiv formaval (2. abra).®



GTP

Ca2+
SH
Zart Nyitott
Katalitikusan inaktiv Katalitikusan aktiv

2. abra. A TG2 inaktiv zart, és aktiv nyitott konformacidja. A kék az 1. kdozponti core
domént, a zold a II. N-termindlis B-redé domént, a sarga (III.) és a piros (IV.) a két C-

terminalis B-hordé domént jeloli.”

Az epidermisben a TG1, TG2, TG3 ¢és a TGS expresszalodik, kiillonb6zd expresszids
mintazatban. A TG1 foként a felso, differencialtabb rétegekben, a stratum granulosum
¢€s a magasabban helyezked6 spinosus sejtekben, a TG2 a bazalis sejtsorokban talalhato,
mig a TG3 a stratum corneum ¢és az elszarusodo sejtburok (cornified envelope, CE)
teriiletén, de a stratum granulosum felsd sejtsoraiban is kimutathatdé. A TGS a stratum
granulosum és a stratum spinosum teriiletén van jelen.1t1? 13 14

A folliculusokban a TG1, TG2, TG3 és a TGS5 is expresszalodik, kiilonb6z6
mértékben.’> 1® A dermisben egyéb transzglutaminazok is jelen lehetnek, példaul a TG2
és a FXIII-A.

A transzglutaminazoknak dontd szerepe van a jol miikodd borbarrier kialakitdsdban,

elsésorban a megfeleld struktura biztositasa, a CE kialakitasa révén. Szerepiik jelentds a

sebgyogyulas segitésében is. A CE egy ellenallo burok, mely a sratum corneumot alkotd
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corneocytdkat Ovezi és koti Ossze. Lipid/fehérje polimerek alkotjak, amelyek kozott
transzglutaminazok katalizaljak a keresztkotéseket.!” Kialakitasukban déntd szereppel
bir a TG1, a TG3 és a TGS is, tobbek kozott az envoplakin, periplakin, loricrin,

ceramidészterek és az egyéb struktiir komponensek kotése révén. 8

2.1.1. TG1 (keratinocyta transzglutaminaz)

A 90 kDa molekulatémegii fehérje génje (Tgml) a 14q11.2 lokuszon helyezkedik el (1.
tablazat). Az epidermalis differenciacio kiilonbozé stadiumaban expresszalodik,
legkisebb mennyiségben a bazalis sejtsorokban, legnagyobb mennyiségben a stratum
granulosumban fejezddik ki. A CE, ezéltal a borbarrier kialakitdsdban jelentds szerepet
jatszik, szamos CE fehérje keresztkotését végzi (envoplakin, loricrin, periplakin,
involucrin).!® 2° Tobbnyire membranhoz koétott forméban helyezkedik el, thioészter
kotéseken keresztiil, mirisztilen ¢és palmiaton keresztil kapcsolodik a belsod
plazmamembranhoz.?23

Fiziologias koriilmények kozott az enzimaktivitashoz a Ca?* mellett a TIG3 (tazarotene-
induced gene 3) proteinnel valé interakcidja is sziikséges.?* Az epidermisen kiviil a
folliculusban a belsd gyokérhiively mindhdrom rétegében, valamint a kiilso
gyokérhiively distalis részén'®, az agyban®, tiidében?®, egerek myocardialis
endotheljében is leirtak.?” A széleskorti expresszio ellenére a TG1 deficiencia a Tgm1
mutécidja révén elsésorban a bort érinti, az autoszomalis recessziv congenitalis
ichtyosis (ARCI), korabbi nevén lamellaris ichthyosis, ill. congenitalis ichthyosiform
erythrodema kialakulasaért felelds.2830

Az ARCI allatmodelljét Jack Russel terrierekben azonositottak, mikor a kutydkban
spontan mutacié révén a Tgml 9-es intronjan beliili LINE-1 transzpozon athelyezddést
irak le. Sok szempontbdl modellezi a human betegséget, nem jar megndvekedett
mortalitdssal és nem befolyasolja az életkilatasokat, fenotipusosan generalizalt
hyperkeratosis, hisztologiai vizsgalattal vékony CE jellemzi.®!

Ezzel szemben a Tgml -/- egér a sziiletést kovetd néhany oran beliil elpusztul a
nagymértékii transzepidermadlis vizvesztés, dehidracid6 miatt. Sziiletéskor sem
kollodium, sem ichthyosis nem lathatd, de a bér rendkiviil erythemas, fényl6, a

bérbarrier jelentds mértékben karosodik.3? 33
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2.1.2. TG2 (szdveti transzglutaminaz):

A TG2 az enzimcsalad ubikviter, egyben legjobban ismert tagja, mely szaimos szévet-
¢és sejtféleségben expresszalodik, intra-, és extracellularisan egyarant eléfordul. A 80
kDa tdmegii fehérje génje (Tgm2) a 20911-12 kromoszéman talalhaté (1. tablazat).3*
Az epidermisben a bazilis sejtsorokban expresszalodik!!, de a termindlis anagén
folliculusban a belsd gyokérhiivelyben is kimutathato.™®

A TG2 zart formaban G-proteinként mukodik, jelatviteli folyamatokban vesz részt, de
az intracellularis Ca?*-szint emelkedésével a GDP szint csokken, a TG2 aktivalodik és
keresztkoti a sejt fehérjéit.

Intenziv kutatasok folynak az enzim funkciojat illetden. Fontos szerepet jatszik a
sebgyogyulasban, apoptézisban, phagocytosisban, sejt adhézidban, a  sejt
differencidloddsban, az ECM stabilizalasaban és a  tumorprogresszioban.
Neurodegenerativ korképekben, ugy mint Huntington-koér, Parkinson-kor és Alzheimer-
kor is feltételezik a szerepét, valamint MODY-ban (maturity onset diabetes of the
young) a Tgm2 misszensz mutacidjat azonositottdk, de atherosclerosisban,
osteoarthritisben, cardialis hypertrophidban, gyulladdsos folyamatokban, szoveti
remodellingben és a cataracta kialakulasaban is szerepet tulajdonitanak a fehérjének. A

dolgozat a TG2 élettani és patologiai szerepét nem targyalja.

Tgm2 -/- egér meglepé modon fenotipusosan nem mutat eltérést, azonban - valoszintileg
az apoptozisban jatszott szerepe miatt - a knockout egerekben az autoimmun korképek
incidencidja magasabb.®® Ezenkiviil sebgyogyulasuk lassabb® valamint a T-sejt
proliferacid, macrophag aktivacido és infiltracié kisebb mértékii. Ez a folyamat
feltehetéen a csokkent NFkB aktivacido eredménye, mely példaul gyengiilt kontakt

szenzibilizacios véalaszhoz vezet.®’

A TG?2 a coelidkia autoantigénje®®, szerepét a glutén szenzitiv kérképek kialakuldsdban

a dolgozat késobbi fejezetei targyaljak.
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2.1.3. TG3 (epidermalis transzglutaminaz):

A TG3 egy 77 kDa molekulatomegii fehérje, egy heterodimer, melyet a 20-as
kromoszoéma hossz( karjan talalhatd Tgm3 gén kodol (20q11-12) (1. tablazat).
Elsoként tengerimalac szOrtiisz6ibdl izolaltdk, innen szdrmazik a korabbi follikuléris
TG elnevezés.*

A TG3 filogenetikailag a TG2-hoz all a legkozelebb®, jelentds mértéki

41 Tnaktiv

szekvenciaazonossagot mutatnak, egyes régiokban ez a 64%-ot is eléri.
zimogén formajaban expresszalodik, aktivalodasa limitalt proteolizise révén jon létre,
melyben a chatepsin L és S jatszik szerepet.*” ** Az enzimatikus aktivitds
szabalyozasdban a TG2-hdz hasonléan a Ca®" és a GTP is szerepet jatszik. Hirom Ca?*
ion hatdsira olyan konformacidvaltozas jon létre, amely a katalitikus core domaint
szabadd4 teszi, és igy enzimatikusan aktivva valik. A GTP a Ca?' ion kotddését
akadilyozza, ezaltal gatolja az enzimatikus aktivitast.***® A hamban a stratum
granulosum felsé és a stratum corneum alsd részében expresszalodik!?, diffuz
cytoplazmatikus megoszlast mutat.*’ Emberi szortiiszé6kben a TG3 a hajszalak
cortexében ¢€s a cuticulaban helyezkedik el, a belsé gyokérhiivelyben az expresszid
elhanyagolhato, itt elsésorban a TG1 és a TGS5 jelenléte dominal.!* Egérben a cortexben,
a medullaban és a cuticulaban is kimutathato®®, valamint a szérszalat koriilvevé belsd
gyokérhiivelyben is.*° A TG3 az epidermisben a festddési mintazatnak megfelelden a
stratum granulosum és spinosum teriiletén aktiv egerekben, mig szOrtiisz6ben
elsésorban a medulla és a cortex koriil.*® Az emberi szervezetben a boron kiviil eddig
csak keratinocyta, vese- és kiilonbozé tumorsejtvonalakban azonositottakt® 16 50 51
illetve a TG3 peptidet a keringésben is kimutattak.>2

Egerekben a TG3 a bdéron kivil mRNS szinten az agyban, gyomorban és a
hereszovetben mutathato ki legnagyobb mennyiségben, de a vékonybélben, a 1épben és
az izomszovetben is megtalalhatd. Fehérje szinten a boéron kiviil a gyomorban ¢€s a
hereszdvetben tudtak kimutatni.

A TG3 a TG1 és a TG5 mellett alapvetd szerepet jatszik a keratinizacioban, valamint a
CE kialakitasaban intramolekularis izopeptid kotések, valamint elsdsorban a loricrin,

1'16

involucrin és egyéb proteinek keresztkotése altal.™ A trychohyialin, keratin asszocialt

proteinek és keratin intermedier filametumok keresztkotésével a szOrzet, a haj és a
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follicularis epidermis kialakitasaban jatszik szerepet'* ¢ %8 53 Egy a kozelmultban
publikalt vizsgélat szerint tobbek kozott a human Tgm3 mutéciodja is szerepet jatszik az
“iveggyapot haj”, mas néven a “fésiilhetelen haj szindroma” kialakitasaban.>*

A TG3 kiilonb6zé epithelialis tumorokban (pl.: oesophagus, fej-nyak tumorok)
csokkent, vagy hianyzd expressziot mutat a sulyossaggal Osszefliggésben, ezért azt
feltételezik, hogy az emiatt megvaltozott epithelidlis integritds hozzajarulhat a tumor

progresszio kialakulasahoz.5t %57

A Tgm3 knockout egér bajsza ¢és szore
sériillékenyebb, hulldmosabb, in vitro a corneocytak fragilitisa megndvekedett, de
érdekes modon a Tgm3 -/- egérben sebgydgyulasi, jelentdsebb fejlodési zavart nem
tudtak kimutatni.®® A Semmelweis Egyetem Bér-, Nemikortani és Béronkoldgiai
Klinikan Bognar és munkatarsai Tgm3 -/- egerekben latens barrier defektust igazoltak,
valamint fokozott szenzibilizacios hajlamot, ami szintén alatamasztja a TG3 szerepét a
bérbarrier kialakitdsdban.”® Egy hullamos szori egértorzs jellegzetes fenotipusanak
hétterében szintén a Tgm3 spontan mutacidjat igazoltak.>

A TG3 a dermatitis herpetiformis autoantigénje'!, szerepét a DH patogenezisében a

dolgozat késdébbi fejezetei targyaljak.

2.1.4. TG4 (prosztata transzglutaminaz):

Génje (Tgm4) a 3-as kromoszoéman talalhat6 (3p21-22) (1. tablazat). A prosztataban és
a vesicula seminalis valadékdban expresszalodik, extra- és intracellularisan egyarant
leirtak. Elsdsorban a reprodukcioban, a semen képzddésében jatszik szerepet. Egyre
tobb adat szo6l amellett, hogy a prosztata tumorok progresszidjat befolyasolja.t%
Ujabban a férfi meddéséggel is kapcsolatba hozzak®, az autoimmun polyglandularis
szindroma 1-es tipusaban irtak le, mint autoantigén.®® Tgm4 -/- egérmodell esetében a

fertilitas jelentdsen csokkent.®*

2.1.5. TG5 (TGx):

A 81 kDa molekulatomegii fehérje génje a 15q15.2 lokuszon taldlhato (1. tablazat).
Eldszor keratinocytakban azonositottak®® késébb a teljes fehérjén kiviil harom

alternativ splice varianst irtak le human keratinocytakban (delta3, delta 11, delta 3/11).%
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Az enzim a TG1-hez és a TG3-hoz hasonldan a CE kialakitasaban jatszik szerepet,
els6sorban a loricrin, involucrin és small prolin-rich proteinek (SPRs) keresztkotése
révén. Az epidermisben a stratum granulosumban ¢€s a stratum spinosumban
expresszalodik legnagyobb mennyiségben, kis mennyiségben a bazalis sejtsorokban is
kimutathato®, a stratum granulosumban festédése atfed a TG3-mal. Elsésorban a
keratinocyta differencidcio korai szakaszaiban mutathaté ki.!? Intracellularisan
perinuklearisan, valamint a citoszkeleton kiilonboz6 alkotoelemeihez, pl. vimentinhez,
aktinhoz kotédve fordul eld.%® Aktivitisahoz Ca®" sziikséges, az ATP/GTP gatolja a
miikddését.t’

Psoriasis vulgarisban, lamellaris ichtyosisban ¢és ichtyosis vulgarisban fokozott
aktivitast mutat, Darier korban az expresszidja teriiletenként teljesen eltérd lehet, a
fehérje hianya és nagyfoku expresszidja egyarant kimutathaté.'?

Tgm5 mutaciok autoszomalis recessziv genodermatosist, az un. ,,acral peeling skin
szindromat” okozzak®® % ami feliiletes lizishez, a stratum granulosum és stratum
corneum szétvalasahoz vezet. Klinikailag folyamatos, f4jdalmatlan hamlas jellemzi, ami
elsdsorban a tenyéren és a talpon jelentkezik.”® A folliculushan a belsé gyokérhiively
mindharom rétegében, valamint a kiilsd gyokérhiively distalis részén expresszalodik. A

cortexben és a medulldban gyenge expressziot mutat.!4

2.1.6. TG6 (TGv):

A TG6 fehérje génje a 20g11 lokuszon talalhato (1. tablazat). Elsdsorban az agyban, a
kozponti idegrendszerben expresszalodik’, de tiidében és herében is kimutattak. A
katalitikus aktivitis szabalyozasaban a Ca®*-nak és GTP-nek elengedhetetlen szerepe
van. Két forméja ismert, melyek alternativ splicing révén keletkeznek.® > TG6
ellenanyagok (IgA és/vagy IgG) a glutén ataxids betegek 62%-anal, mig a colidkiasok
45%-4nal fordulnak eld, olyan esetben, ahol nincs neurologiai érintettség.” A TG6
antitestek a glutén ataxia szenzitiv és specifikus markerei, glutén dependensek.’
Szerepiik nem teljesen tisztazott, motoneuronok miikodésében, valamint a
neurogenesisben feltételezik hatasukat.”> TG6 antitestek jelenlétét tobbek kozott leirtak
mar glutén neuropatiaban’®, skizofréniaban’, cerebralis parézisben’®, valamint

amyotrofids lateralsclerozisban is.”” Egyéb neurologiai korképeket, mint példaul
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epilepszia, encephalopathia, demencia, myopathia, sclerosis multiplex is Osszefiiggésbe
hoztak a glutén szenzitivitdssal.”® ® A TG6 antitestek patogenitisat egér modellen

bizonyitottak®, familiaris spinocerebellaria ataxia hatterében a Tgm6 mutaciojat

azonositottak.8!

2.1.7. TG7 (TG2):

Az enzimcsalad legkevésbé ismert tagja, 81 kDa molekulastlya fehérje, génje a
15q915.2 lokuszon talalhato (1. tablazat). A kozelmultban Gjonnan azonositott human
transzglutaminaz, mely miikodése €és expresszidja még pontosan nem ismert, a TG6-hoz
hasonléan agyban, tiidében és herében irtadk le®, valamint vesében és thymusban is

azonositottak.%

2.1.8. FXIII-A (Laki-Lérand faktor, fibrin-stabilizalé faktor, plazma

transzglutaminaz):

A FXIII-A leirdsa ¢és legfontosabb kutatasi eredményei két magyar szarmazasu
biokémikus, Laki Kalman és Lorand Laszlo nevéhez fiizédnek. A FXIII-A extra-, és
intracellularisan is el6fordul, a plazmaban fibrinogénhez kapcsoltan kering. A
véralvadasi kaszkadd utolsd6 enzime. A zimogén plazma FXIII egy 320 kDa-0s
glikoprotein tetramer, mely két A és két B alegységbdl all. A transzglutaminaz
funkcioju A alegységek képezi a tetramer enzimatikusan aktiv részét, a FXIIIA-t (83
kDa), melynek génje, a F13A1l a 6p24-25 lokuszon talalhatd (1. tablazat). Az enzim
funkcioval nem rendelkez6 hordozo és gatld B alegységet, a FXIII-B-t (80 kDa) a F13B
koédolja, mely az 1q31-32.1 lokuszra lokalizalt. A FXIII-A-t a csontveldi
megakaryocytak/thrombocytak termelik, és a FXIII komplex részeként kering, mig a
FXIII-B-t a hepatocytak termelik, kb. 50%-a szabad formaban talalhato.83 A FXIII-A
aktivalasdhoz trombin és Ca?" sziikséges, melyek hatdsara a B alegység levalik, majd a
FXI1-A enzimatikusan aktivva valik. Az aktivacio a fibrin felszinén zajlik, ahol a fibrin
a folyamatot 80-100-szorosara gyorsitja. Az aktivalt FXIII-A fibrin monomerek y-lancai
kozott y-glutamil-g-aminolizin kovalens kotéseket alakit ki. A haemostasison kiviil

szamos hatdsat megfigyelték pl. sebgyogyuldsban, porc-, csontszintézisben, gyulladdsos
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folyamatokban, tumorprogresszioban.** Az autoszomdlis recessziv FXIII-A deficiencia
emberi szervezetben vérzékenységet, sebgyogyulasi zavart, habitualis abortuszt okoz3*
8 hasonloan a knockout egérmodellben megfigyelt tiinetekhez.>*

A FXIII-A intracellularis formaja (cellularis FXIII, cFXIII) egy A2 homodimer (cFXIII-
A2) megtaldlhato a megakaryocytdkban és a thrombocytdkban, és az intracellularis
Ca?*-koncentracio emelkedés hatdsara aktivalodik.® 8 Thrombocytdk a cFXIII-on
kiviil kis mennyiségben TG2-t is tartalmaznak.®” A megakaryocytdkon és
thrombocytakon  kiviil  monocytakban, = macrophagokban,  chondrocytakban,
osteoblastokban, placentdban, astrocytdkban, szivizomban, illetve ezek prekurzor
sejtieiben is termelédik.> %91 Egyre tobb adat sz6l amellett, hogy intracellularis
folyamatokban is szerepet jatszik, példaul az alternativ uton toérténd macrophag

aktivacio markereként is leirtak.%2

2.1.9. 4.2 protein:

A 72 kDa molekulatomegili fehérje a transzglutamindz csalad egyetlen tagja, mely nem
rendelkezik enzimatikus aktivitassal, a kozponti doménben kialakult cisztein-alanin
aminosav csere kovetkeztében (1. tablazat). A vordsvérsejtekben, csontveldben,
magzati majban €s a lépben expresszalddik. A vorosvérsejtek membranjanak egyik f6
komponense, a membran stabilitdsaban, a stabilitds szabdlyozasaban és jelatviteli
folyamatokban is szerepet jatszik. A 4.2 protein defektusa kiilonbozd sulyossagu
haemolitikus anaemiat, megvaltozott vordsvérsejt morpholdgiat €s iontranszportot
okoz.® Az Ebp4.2 null mutacioja (Ebp4.2 -/-) egérben enyhe herediter spherocytosist, a

vorosvérsejtek megvéltozott iontranszportjat okozza.
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1. tablazat. A transzglutaminaz enzimcsaldd.® 1 16 34-36. 48-51, 54-66, 68, 71-80, 82, 88-93

Protein . Molekula-
Gén/
(egyéb lokusz/ tomeg Funkcié Kifejezodés | Patologia
. OMIM
elnevezés) (kDa)
TG1 Tqm1/ CE formalas, KIR, AR lamellaris
(keratinocyta TG, | 14q11.2/ 90 epidermalis barrier | epidermis, ichthyosis
TGK) 190195 folliculus
TG2 Tgm2/ apoptozis, jelatvitel, | ubikviter coeligkia,
20911.13/ 514
(szoveti TG, 130196 80 ECM stabilizalas, MODY
TGc) sebgyogyulas
TG3 Tgm3/ CE formalas, epidermis, dermatitis
(epidermalis 20q11/ 77 epidermalis barrier, | follliculus, herpetiformis
follicularis TGe) 600238 haj-, sz0rfejl6dés KIR, vese
reprodukcid, semen | prosztata, autoimmun
TG4 (TGp, Tama/ _
gm képzOdés vesicula polyglandula-
vesiculase, dorsal | 3p21.31/ 7 - N
600585 seminalis ris szindroma
rosztata protein
P P ) valadéka 1-es tipusa
TG5 Tgmb/ CE formalas, epidermis, acral peeling
15g15.2/ 81 . 1 . . oo
(TGX) 603805 epidermalis barrier | folliculus szindroma
TG6 Tgme6/ ismeretlen KIR, tudo, glutén ataxia,
20q11/ 78 .
(TGY) 613900 here neuropathia
ismeretlen KIR, tudo, ismereten
TG7 Tgm7/
15g15.2/ 81 here, vese,
TGz
(TG2) 606776 thymus
haemostasis, vérplazma, vérzékenység,
FXI-A i
sebgyogyulas, porc- | thrombocyta, | sebgydgyulasi
Laki-Lorand
( oran F13A1/ és csontképz6dés, | chondrocyta, | zavar,
faktor, fibrin 6p24-25/ 83 o -
134570 jelatvitel osteoblast, habitualis
stabilizal6 faktor,
macrophag, abortus
plazma TG)
placenta,
Protein 4.2 sejtadhézio, vorosveérsejt, herediter
o bran integritas, tveld, spherocytosis,
(ATP-k5t8 Epb4.2/ membran integritas, | csontveld p vt
erythrocyta 15q15.2/ 72 jelatvitel magzati maj haemolitikus
177070 (enzimatikusan és 1ép anaemia

membran protein

4.2,B4.2)

inaktiv)
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https://omim.org/entry/190195
https://omim.org/entry/606776
https://omim.org/entry/134570

2.2. A dermatitis herpetiformis

A dermatitis herpetiformis (DH) egy intenziv viszketéssel jar6 kronikus hodlyagos
borbetegség. A glutén szenzitiv enteropathia (GSE, lisztérzékenység, coelidkia, nem
tropusi sprue) extraintestinalis megjelenési formaja.

A GSE etiologidja 1953-ig ismeretlen maradt, Dicke és munkatarsai fedezték fel a
blizaban 1év6 glutén szerepét.”* A DH enteropathiaval vald kapcsolatat Marks, Fry és
munkatarsai kozolték a hatvanas évek masodik felében.® % Késébb igazoltdk, hogy a
bértiinetek és az enteropathia is regredial gluténmentes diéta (GMD) mellett.®’° Mivel
GSE esetében a gasztrointesztinalis tliinetek dominaltak, valamint az endoszkopos és a
szOvettani vizsgalat soran is enteropathia igazolodott, nem meglepd, hogy a coeliakiat
sokdig a vékonybél megbetegedésének tartottak. Ma mar az  Europai
Gyermekgasztroenterologiai, Hepatologiai és  Taplalkozastudomanyi  Tarsasag
(ESPGHAN) legfrissebb ajanlasaban a GSE-t szisztémas immunmedialt korképként
definialjak.!® A  kozelmultban egy uj betegségcsoport, a nem coelidkids
gluténérzékenység (NCGS) jelent meg, melyrdl egyelére keveset tudunk. A
coelidkidhoz hasonl6 tlinetekkel jar, de a coelidkia diagndzisa sem szerologiai, sem

szovettani vizsgalattal nem allithat6 fel.1%
2.2.1. A DH Kklinikai megjelenése

Polimorf, intenziv viszketéssel jard, szimmetrikusan elhelyezkedd erythemds maculdk,
papulak, excoriatiok, urtiariform plakkok, seropapulak, csoportos vesiculak jellemzik,
melyek jellegzetes eloszlast mutatnak. Elsdsorban a nagy iziiletek feszitd felszinein, a
konyokok, térdek, valamint a glutealis régio felett és a hat felsé részén jelennek meg, de
a tlinetek disszeminaltak is lehetnek. (3. abra). Bar a tankonyvek a DH-t az autoimmun
bullosisok kozott targyaljak, klasszikus, nagy holyagok ritkan lathatok.1%2 A betegek
egy részénél az ujjbegyeken, tenyereken, talpakon elszortan 1-2 mme-es, voros-barna

purpurak jelennek meg (3. 4bra) 10310

Stulyosabb korformakban a betegek
folyamatosan tiinetesek, enyhébb esetekben a korkép hulldmzo lefolyast mutathat,
rovidebb-hosszabb tiinetmentes idészakokkal tarkitva, és ilyenkor a bdrtiinetek normal

étrend mellett is visszafejlodhetnek. Az ilyen spontdn remisszid ritka, mig vannak
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bérgyodgyaszok, akik 10-29 %-os eléfordulasrol szamolnak be.!%” 1% Az enteropathiara
ugyanez nem jellemzd, és a nem diétdzo betegekben valtozatlan marad. Tartos,
altalaban honapokig tartd szigort GMD mellett a bortiinetek elmulnak, normal étrenden
(glutén terhelés) ujra jelentkeznek. Nyaron a bdrbetegség javulhat, de az évszakra
jellemzé fokozott izzadas provokalhatja is a tiineteket.1%®

A DH leggyakrabban klinikailag tiinetmentes, kiilonb6z6 mértéki és kiterjedéstt GSE-

hez tarsul, az enteropathiara altalaban a bortiinetek hivjak fel a figyelmet. A péaciensek

110

negyedénél boholyatrophia egyaltalan nem mutathat6 ki.

3. abra. A DH klinikai képe. A glutealis régio (A), a konyokok (B) és a térdek
(C) felett szimmetrikusan elhelyezkedd csoportos, helyenként excorialt erythemas

papulak. Akralis purpuradk a hiivelykujjon (D).

2.2.2. Epidemiologia

........

az azonban elmondhat6, hogy csokkend tendencidt mutat a coelidkidval ellentétben,
ahol részben a szerodiagnosztika gyors fejlodésének koszonhetéen az elmult
évtizedekben tobbszordsére nott a diagnosztizalt esetek szama. Eléfordulasat tekintve a

kiilonb6z6 etnikai csoportok kozott jelentds eltérés figyelheté meg, melynek oka a
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populaciok kiillonb6zé immunogenetikai hattere és az eltérd taplalkozasi szokésok,
kornyezeti faktorok.

Eurdépaban a coeliakia eléfordulasa 0,15-2,7% kozott van. !t 112 Eqy igazolt coeliakias
esetre 5-7 diagnosztizalatlan juthat az atipusos, hianyz6, vagy enyhe tiinetekkel
jelentkezd korformék lappangasa miatt (“jéghegy” elmélet). A coelidkia incidencigja
vilagszerte novekvd tendenciat mutat, melynek oka ismeretlen, a kornyezeti faktorok
szerepét feltételezik (glutén fogyasztdas mindségi ¢€s mennyiségi valtozasa,
csecsemdtaplalas jellemzdi, intestinalis infekciok, mikrobiom, stb.). ! 114

A DH egy ritka korkép, barmikor kialakulhat, csecsemoéknél és idéseknél egyarant.
Korabban leggyakrabban fiatal felndtt korban, tobbnyire a masodik és a negyedik
évtizedben jelentkeztek az elsé tiinetek.!® 7 Az elmult évtizedekben a betegek atlag
¢letkora a diagndzis idépontjdban szignifikansan nétt, altaldban a hatodik évtizedben

19 ecllentétben a

jelentkeznek a klinikai tiinetek.!® 1! Férfiakat gyakrabban érinti
coeliakiaval'?® 12! és a gyermekkori esetekkel, ahol néi dominancia jellemz.?
Magyarorszagon a DH incidencidjat még nem vizsgaltdk. A GSE hazai prevalencidjat
Korponay-Szab6 és munkatarsai mérték fel. 3-6 év kozotti gyermekeknél (427 10)
1,2%-os prevalenciat talaltak (1:85)'2% késdbb nagyobb gyermekpopulaciot (2690 fo)
vizsgalva hasonlé eléfordulast igazoltak (1,4%).1%* 2013-ban Sardy és munkatarsai
egészséges véradoknal (4155 f6) a kozép-eurdpaihoz hasonld, de a hazai
gyermekpopulacional kisebb, 0,6%-os prevalenciat publikaltak.'?®

A DH Eszak-Eurdpaban és az Egyesiilt Allamokban, Utah-ban viszonylag gyakori*'®
126,127 Dél-Amerikaban is el6fordul, de Azsidban és Afrikaban rendkiviil ritka, ami
mogott valoszinlileg az eltérd immunogenetikai hattér ¢és taplalkozasi szokasok,
valamint a HLA-DQ2 hianya 4llhat.'?813° Europa déli részein és Magyarorszagon a DH
gyermekkori eléfordulasa gyakoribb, északon ritkabb, Finnorszagban az Gsszes esetnek
minddssze 4%:-a.

A DH eddigi legmagasabb incidencigjat (75/100.000 f6) Finnorszagban irtak le, kozel
40 év adatai alapjan (1970-2009). Figyelemre méltd, hogy ezalatt az iddszak alatt
5,2/100.000 fé/év-rdl 2,7/100.000 fé/év-re csokkent az incidencia, a teljes vizsgalati
id6tartamot tekintve 3,5/100.000 f6/év atlaggal, ami nyolcada volt coelidkias eseteknek.
A paciensek életkora a diagndzis id6pontjaban szignifikansan nétt mindkét nemben,

férfiaknal 35,3-r6l 51,1 évre, mig nék esetében 36,3-rol 45,8 évre. Mig a nyolcvanas
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években még szinte megegyezett a DH és a coelidkia eléforduldsa, ma hatszor kevesebb
a DH, mint a GSE.*°

Az Egyesiilt Kirdlysdgban a DH incidencidja alacsonyabb volt, mint Finnorszagban, de
a finn vizsgadlathoz hasonloan csokkend tendenciat mutat, 1,8/100.000 f6/év-rél
0,8/100.000 f6/év-re csokkent két évtized alatt, ami évenkénti 4%-os csokkenést jelent.
Ezzel parhuzamosan a GSE incidencija négyszeresére ndtt (10-22,3/100.000 f6/év).12
Egy, a kozelmultban publikalt retrospektiv szerb felmérés szerint 20 év adatait
feldolgozva (1991-2010) jelentésen alacsonyabb, 1.42/milli6 f6/év-es incidenciat

talaltak DH esetében, mely szintén csdkkend tendenciat mutat. '3

2.2.3. A DH patomechanizmusa

A DH-t a tankonyvek a klasszikus autoimmun bullosisok kozé soroljdk a dermalis
papillak csticsan lerakodo granularis IgA csapadék miatt, amit 1969-ben van der Meer
irt le el8szér Groningen-ben®, és amirdl azéta kideriilt, hogy korjelzé DH-ban. Karpati

és munkatarsai ultrastrukturalisan vizsgalta az IgA jelenlétét'®

, ¢és megallapitottak,
hogy kiilonb6z6é kotészoveti strukturdk mentén lerakodo ,,DH testecskék™ talalhatok
rendszertelen megoszlast mutatva a dermalis papilldkban. A klasszikus autoimmun
bullosisokkal ellentétben a keringd IgA antitestek nem kotddnek a dermis struktiralis
elemeihez a direkt IF-nak megfeleld lokalizacioban.!®®* Az oldhatatlan csapadék
formajaban a papillaris dermisben lerakddott IgA kivonasara tett kisérletek sikertelenek
maradtak!®, a dermdlis IgA antigénje a leirasat kovetéen tobb, mint harom évtizedig
ismeretlen maradt. Sardy és munkatarsai 2002-ben azonositottak a TG3-t, mint a

dermalis IgA csapadék autoantigénjét

, €s elsOként mutattak ki az enzim jelenlétét a
borben €s vérben a TG3 elleni keringd ellenanyagokat is. Ez a megfigyelés kozelebb
vitt a bérben lerakddo IgA természetének, a DH patomechanimusénak megértéséhez.

A DH egy multifaktorialis koérkép, kialakuldsaban genetikai, immunoldgiai és
kornyezeti tényezOk 1is szerepet jatszanak, részben megegyezik a coelidkia

patogenezisével.
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2.2.3.1. Genetikai hattér

A gluténszenzitivitas genetikai hattere jol definiadlt, a coelidkia és a DH esetében
megegyezik. Az immunogenectikai vizsgalatok fejlodésével a coelidkia és a DH kozotti
kapcsolat egyre nyilvanvalobba valt, ezt mutatja, hogy az els6éfokii rokonok kozott
eléfordulasuk 10% koriil van (2,3-18,1%).123 135 136 A paciensek tobbségénél (90%)
HLA-DQ2.5 (DQA1*05, DQB1*02), mig kisebb résziikknél (5%) a HLA-DQ2.2
(DQA1*02:01, DQB1*02:02), vagy a HLA-DQ8 (DQA1*03, QB1*03:02) (5%)
hordozas jellemzd.13" 138 A HLA hordozis sziikséges, de nem elégséges a GSE
kialakuldsahoz, hidnya coelidkia esetén kizar diagnosztikus kritérium.*®
Magyarorszagon a HLA DQ2, DQ8 alléleket a lakossag 20-25%-a hordozza*®, de csak
1-2% esetében alakul ki GSE, ami egyéb kornyezeti, immunologiai és orokletes (non-
HLA gének) tényezOk szerepére utal a korkép kialakuldsaban.4

Az egypetéjii ikervizsgalatok legaldbb 80%-os konkordancidt igazolnak!*!, ami a
genetikai faktorok szerepét hangstlyozza. Kosnai és munkatdrsai egy monozigoéta
ikerpar esetét ismertették, akiknél a par mindkét tagja coelidkias volt, de csak az ikerpar
egyik tagjanal jelent meg DH.#

Finnorszagban Hervonen és munkatarsai hat monozigota ikerparnal vizsgaltak, hogy a
genetikai hattér milyen mértékben befolyasolja a fenotipust. Ot parnal a HLA hordozas
egyezett, fenotipusuk mégis kiilonboz6 volt (3 par DH-s és coeliakias, 2 parnal az egyik
DH-s ¢és coelidkias, a masik coeliakids, mig a hatodik parnal az egyik DH-S, a masik
coeliakias), ami a kdrnyezeti faktorok szerepét hangstlyozza.!*® A DH tehat egy olyan
genetikailag meghatarozott korkép, ahol a csaladban DH ¢és GSE formajaban is

megjelenhet a glutén szenzitivitas.

2.2.3.2. A glutén szerepe

A glutén szenzitiv korképek legfontosabb triggere a glutén, mas néven sikér, mely a
buzafélék egyik fehérjéje, gliadin és glutenin keveréke.!** A glutén alkohololdékony
komponense, a gliadin felelds leginkabb az immunologiai aktivitasért. A rozsnal a
secalin, az arpanal a hordein prolaminfrakcioja is hasonld hatdsu. A mindennapi

taplalkozas alapvetdé komponensét a legtobben jol toleraljak, de vannak azonban, foként
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a kaukdzusi populacioban (kb. 1-2%), akik idegen antigénként ismerik fel a
glutaminban és prolinban gazdag fehérjét. A genetikailag fogékony egyéneknél a glutén

t, 113 145 146 peetiikben az alapvetd

intolerancia barmely életkorban kialakulha
gabonafélék koros adaptiv és természetes immunvalaszt valthatnak ki, melyek mar nem
csak a glutén, hanem az azt megkdtd TG2 ellen is irdnyulhatnak, és egy kornyezeti
antigén indukélta, GMD mellett reverzibilis autoimmun korkép, a coelidkia alakul ki.*#’
A TG-ok kozotti epitope homologia vezethet egyéb glutén indukalta autoimmun
korkép, mint a DH®, vagy a glutén indukalta neurologiai korképek, mint glutén ataxia,

vagy kiilénbozd egyéb neuropathiak kialakuldsahoz.”®

2.2.3.3. A GSE patomechanizmusanak rovid attekintése

A coelidkia autoantigénje a TG238 ami a vékonybélben subepithelialisan helyezkedik el
a kotészovetben.!®® A gliadint az intestinalis protedzok nem tudjak lebontani, a
prolinban ¢és glutaminban gazdag fehérje rezisztens az intestinalis endopeptidazokkal
szemben, ezért akkumulalédik a vékonybélben és az epithelen keresztiil a vékonybél
lamina propridjanak kotészoveti rétegéhez, az endomysiumhoz transzportalodik. Az
abszorpcid helyén a TG2 a gliadin szelektiv deamidalasat katalizalja, deamidalt gliadin
peptideket kot, és maga a kovalensen kotott TG2 is, mint célantigén, T-sejt medialt
adaptiv és természetes immunvalaszt valt ki. Genetikai fogékonysdg esetén az
antigénprezentald sejtek MHC II. molekulan keresztil a TG2-deamidalt gliadin
komplexekhez kotddnek és prezentaljak az adaptiv immunrendszernek, igy a tolerancia
elvesztéséhez, TG2 autoimmunitashoz, coelidkia kialakuldsdhoz vezetnek T-sejt medialt
adaptiv Thl vélasz, valamint humoralis immunvalasz, B-sejt aktivaci6 alakul ki34 1A
TG2 4ltal kotott deamidalt gliadin peptid, €s maga az enzim is epitdpként szolgal, ami
deamidalt gliadin specifikus T-sejtek, a TG2 specifikus B-sejtek, deamidalt gliadin-TG2
specifikus B-sejt komplexek révén a jellegzetes immunmarkerek kialakitasahoz
vezetnek. Gyulladasos citokinek, matrix metalloproteazok termelédnek, ami a
vékonybél mucosa karosodasahoz, boholyatrofia, kriptahiperplazia kialakuldsdhoz
vezet. 14

A TG2 antitestek szerepe a GSE patomechanizmusaban nem teljesen ismert. Részben

gatoljak a TG2 transz/deamidécios aktivitasat, in vitro a sejtproliferaciora hatnak,
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proapoptotikus hatasuk van, az angiogenezist és a hamsejtek differencialodasat
csokkentik. A coelidkia kialakitasaban a molekularis mimikri mechanizmusnak is
szerepet tulajdonitanak, mivel kialakuldsat bakterialis-, illetve virusinfekciok utan is
észleltek. A TG2 antitestek egy része keresztreagal sajat antigénekkel (pl. hdésokk
proteinek, desmoglein 1, toll-like receptor-4).3* Ujabban a bélrendszeri mikrobiom

megvaltozasanak is szerepet tulajdonitanak a coelidkia kialkulasaban.4®

2.2.3.4. Ellenanyagok gluten szenzitiv enteropathiaban

A coeliakiat keringd, foként IgA tipusu TG2, gliadin, deamidalt gliadin peptid elleni
valamint a vékonybélhez ktddd TG2 elleni IgA antitestek jellemzik. 148 150151

Eloszor az antiretikulin antitestet (ARA) irtak le, mint coelidkia specifikus antitestet,
amit a kiilonboz0 szubsztratok (vese, mdj) indirekt immunfluoreszcens festodése
alapjan nevezték el. Az ARA fagyasztott metszeteken a racsrostok mintazatat
kovette.r® 1983-ban Chorzelski és munkatarsai irtak le az endomysium ellenanyagot
(EMA), amit majom nyel6cs6von, az autoimmun bullosisok diagnosztikajanal
alkalmazott szubsztraton mutatott ki. DH-S betegek savojaval inkubalva IgA kotodést
figyelt meg a simaizom rostok kotészoveti rétegének (endomysium) megfelelden.t®
Felismerte, hogy az EMA a GSE specifikus markere, valamint leirta, hogy jelenléte a
vérben glutén dependens.’® A klinikumban mindkét vizsgalat jol alkalmazhaté volt. Az
EMA szenzitivebb (90-100%) ¢és specifikusabb (kézel 100%) volt coelidkidban, mint az
ARA, melynek oka a kiilonb6z6d szubsztratjuk volt, human szoveten a két ellenanyag
szenzitivitasa és specificitasa kozott nem talaltak kiilonbséget.!®® Az IgA tipusti human
jejunumhoz kot6d6 antitestet (JEA) Karpati és munkatarsai irtak le elészér DH-ban
(1988), majd coeliakiaban (1990). Tekintve, hogy a JEA a DH-s és a coeliakias betegek
belében kimutathat6 koros IgA festddéssel (1988) azonos lokalizacidt mutatott, a JEA a
GSE autoellenanyanak volt tekinthet6.®® % 1997-ben Dieterich és munkatérsai
azonositottak a TG2-t, mint a coelidkia autoantigénjét®®, késdbb a TG2 ellenanyagok
kimutatasisra ELISA modszert fejlesztettek ki.’>" 158 TG2 knockout egéren coelidkias
¢s DH-s savokat vizsgalva EMA, ARA ¢és JEA festddést sem lehetett kimutatni, ami

bizonyitja, hogy az ellenanyagok megegyeznek, antigénjik a TG2.'° A deamidalt
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gliadin peptid antitestek szenzitivitds és specificitdsa coelidkidban kissé alacsonyabb,
mint a TG2 elleni antitesteké. ™!

A vékonybélben a bazdlmembran mentén lerakdd6é immunoglobulin festédést Dicke és
munkatarsai irtak le el6szor!®, késdbb Karpati és munkatarsai igazoltak az intestinalis
IgA festédés specificitisat DH-ban.’®® 2004-ben Korponay-Szabé és munkatarsai
mutattak ki, hogy az intestinalis IgA festddés TG2-specifikus DH-ban és coelidkidban
egyarant.’*® Azota tobb kutatocsoport vizsgalta a jellegzetes IgA festddés szenzitivitasat
¢s specificitasat. Coeliakidban kezeletlen betegeknél szinte 100%-ban kimutathatd, mig
DH-ban kb. 80%-ban. A vékonybélben 1évé TG2-specifikus IgA festédés glutén
dependens, szigorat GMD mellett eltiinik, ismételt glutén fogyasztas hatdsara tjra
megjelenik. 1%

A szeroldgiai vizsgéalat nem csak a differencidldiagndzisban nyqjt segitséget, hanem a
nyomonkovetésnél, a diétas egyiittmiikodés megitélésénél, valamint a néma-latens

formdk felismerésénél is nélkiilozhetetlen.

2.2.3.5. A TG3 szerepe a dermatitis herpetiformis kialakulasaban

Az IgA csapadék antigenitdsanak vizsgalata nem volt, és jelenleg sem konnyt, hiszen
oldhatatlan csapadék formajaan van jelen a dermisben. A kioldasa csak részben volt
sikeres, ugy tlinik, hogy dnmagaval, illetve egyéb proteinekkel irreverzibilis csapadékot
képez.1%! 2002-ben Sardy és munkatarsai azonositottak a dermalis IgA autoantigénjét, a
TG3-at (4. abra). Korabban a bor ezen részében nem mutattak ki az enzimet, ami DH-
ban a TG2-vel (5. abra) és a TGl-gyel sem kolokalizalodik, a TG2 csak az
epidermisben, a bazalis sejtsorokban expresszalddik (5. dbra) az egészséges borhoz

hasonl6an.!!
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4. abra. A TG3 (piros) és az IgA (zold) festddés DH-s bérben, TG3-IgA kolokalizacid

(sarga) a papillaris dermisben.!

5. abra. TG3 (piros) és TG2 (zo1d) festddés DH-s bérben. !

A dermalis IgA és TG3 nem csak a predilekcios helyeken, hanem a tiinetmentes bérben
is jelen van DH-ban'®? ezért a bértiinetek kialakitdsaban helyi tényezok is szerepet
jatszhatnak, mint palddul mechanikai hatds, ami a TG3 aktivacidjdhoz, a bortlinetek
kialakitasahoz vezethet. Az IgA GMD alatt, évekkel a tiinetmentes allapot elérését
kovetden is kimutathatdo a bérben, amikor keringd TG3 ellenanyagok mar nincsenek
jelen.!93-165 Ezt valosziniileg az magyarazza, hogy a TG3 aktiv marad a dermisben!®, és

az IgA-t szorosan az ECM-hoz koti.

Sardy és munkatarsai azt is igazoltdk, hogy DH-ban nagy affinitast és aviditasu keringd
TG3 elleni IgA antitestek mutathatok ki. A TG3 ellenanyagok coelidkiaban is jelen
vannak, igy 6nmagédban a TG3 antitest jelenléte nem magyardazza a DH és a coelidkia
kozotti kiilonbséget. Amikor a keresztreagald antitesteket coelidkidban rekombinans

TG2-vel preabszorbealtak, nem csak a TG2, de a TG3 aktivitas is eltlint, ami arra utal,
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hogy az elsddleges autoantigén coelidkidban a TG2, ¢és a TG2 antitestek
keresztreagalnak a TG3-mal. A DH savo a preabszorpcié utan még mindig tartalmazott
egy kizarolag TG3 elleni, nagy affinitast és aviditasu antitest populaciét.’* A TG2 és a
TG3 homolégidja egyes, enzimatikailag aktiv régiokban eléri a 64%-ot*,
filogenetikailag a két TG kozeli rokonsagban all*’, ezért a TG2 és TG3 antitestek
kozotti keresztreakcid nem meglepd.

Az, hogy a nagy affinitasu és aviditasu TG3 elleni IgA antitestek DH-ban kozvetleniil a
TG3 ellen termelddnek, vagy epitope spreading (epitop ugras) révén alakulnak ki,
tovabbra is kérdéses, hiszen a dermalis TG3 eredete ismeretlen volt.

A TG3 antitestek szenzitivitasaval kapcsolatban DH-ban 45-95%, specificitasaval
kapcsolatban 92-100% kozotti eredményeket publikéltak? 165 167-169 &g olyan esetben is
kimutathatoak, amikor a TG2 antitestek nem.167: 169

A TG3 antitest titer DH-ban magasabb és sokkal gyakrabban pozitiv, mint coelidkia
esetében, ahol a kezeletlen betegek 11-50%-nal lehet kimutatni, 165 167, 168, 170-173

GMD alatt a TG3 antitestek a TG2 antitesttel és az EMA-val parhuzamosan, de
lassabban csokkennek DH-ban, teljesen nem tiinnek el a keringésbdl, ezért a diéta
ellendrzésénél tovabbra is az EMA ¢és/vagy a TG2 ellenanyagoknak van
1étjogosultsaga.l®® Coelidkidban az alacsony affinitdsii és aviditisi TG3 antitestek
glutén dependenciaja nem ennyire egyértelmii, Ugy tlinik, hogy GMD mellett nem
csokkennek szignifikansan.*’t

A TG3 és a TG2 antitest titer korrelacidjaval kapcsolatban ellentmondé adatok
szerepelnek az irodalomban. Borroni és Marietta DH-ban szignifikans korrelaciot irtak
le, mig GSE-ben ez nem igazolddott.)® ' Ress és munkatirsai GSE-ben is
szignifikdns korreldciot igazoltak.!”® A TG3 ellenanyag titere a TG2 antitesttel
ellentétben nem korrelél a villus atrophia stlyossagaval. '’

TG3 antitestek epitope spreading révén alakulnak ki néma/latens coelidkiaban tartos
gliadin fogyasztds mellett, amit alatdmaszt az is, hogy a TG3 ellenanyag szintje
gyermekkori GSE-ban alacsonyabb, mint DH-ban, de az életkor novekedésével a TG3

2

szintje is megnd.”> Ezenkiviil gyermekkorban a DH eléfordulasa ritkdbb,

Finnorszagban az dsszes esetnek minddssze 4%-a.°
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2.2.4. A DH diagnosztikaja

A diagnosztika alapja, a ,,gold standard” a bér direkt immunfluoreszcens vizsgalata,
mely a perilézionalis teriiletrdl vett szovetmintan torténik. Granularis IgA precipitadtum
lathatdé a dermalis papilla csucsdn (6. abra), ami a bazdlmembran mentén is

megjelenhet. Az IgA festédésen kiviil esetenként C3, IgG, IgM, Clq és fibrinogén

174

festddés is megfigyelhetd.

6.abra. A DH-s bdr DIF képe perilesionalis teriiletrol (FITC-konjugalt anti-huméan IgA,
40x). Granularis IgA csapadék a dermalis papillak csucsan (a SE Bérklinika

Immunfluoreszcens Laboratoriumanak sajat anyagabol).

A rutin szovettani vizsgalat 6nmagaban nem diagnosztikus, a hisztologiai kép gyakran
aspecifikus. Szubepidermalis holyagképzddés, neutrophil és eosinophil granulocytakbol
allé microabscessus, papillaris fibrin lerakddas, perivascularis lymphohistiocyter

besziirédés, valamint a dermisben oedema l4that6 (7. abra).t”
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7. abra. A DH-s b6r szovettani képe (HE, 20x). Szubepidermalis holyagképzodés,
perivascularis lymphohistiocyter beszlirddés, a dermalis papilla teriiletén neutrophil és
eosinophil granulocytakbdl allé microabscessus és fibrin depozitum lathato (a SE

Borklinika Szovettani Laboratorumanak sajat anyagabol).

GSE irdanyaban sziikséges a betegeknél az immunszerologiai vizsgalatok elvégzése
(anti-TG2 IgA, IgG ELISA, EMA, IgA deamidalt gliadin ellenanyag) az esetleges IgA
deficiencia kizarasa mellett, mely a coelidkids péaciensek kb. 2-3%-at érinti.'’® A
vékonybél rutin szOvettani vizsgdlata ajanlott a GMD megkezdése eldtt, a
duodenum/jejunum teriiletér6l endoszkopia soran vett tobbszords biopsziabol.
Malabszorpcids tlinetek, illetve egyéb gastrointesztinalis tarsbetegségre, malignitasra
utald tiinetek esetén mindenképpen elvégzendd a vékonybél biopszia. Napjainkban a
patologusok a modositott Marsh-Oberhuber klasszifikdciot hasznéaljak, mely a
boholykarosodas mellett a kriptak allapotat és az IEL szam emelkedését is figyelembe
veszi. GSE esetében villusatrophia, cryptahyperplasia, IEL szdm emelkedés lathato,
valamint a lamina propria gyulladasos infiltracioja.t’"17

A sulyos boholyatrophia el6fordulasa DH-ban ritkabb, illetve mozaikszertien, foltosan
észlelhetd, és a betegek 25%-anal nem igazolhat6 villusatrophia.''® 7 Ezekben az
esetekben altalaban a GSE egyéb jelei, a megnovekedett szamu intraepitelialis

gamma/delta T-limfocita szam*®°

, valamint a vékonybél direkt immunfluoreszcens
vizsgélataval a TG2-specifikus IgA festddés a lamina propriaban diszkrét morphologiai

eltéréseknél is igazolja a diagnozist (8. abra). DH-ban éppen az enteropathia gyakran
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foltos eloszlasa, valtozo sulyossaga miatt az €p vékonybélnyalkahartyatdl a teljes

boholyatrophidig a teljes spektrum megfigyelhetd.

8. abra. Vékonybél festddése DH-ban (FITC-konjugalt anti-human IgA, 40x). Koros
IgA fest6dés a bazdlmembran alatt €s a cryptak koriil a duodenumban. (SE Bérklinika

Immunfluoreszcens Laboratoriumanak sajat anyagabol).

2.2.5. A DH terapiaja

2.2.5.1. Gluténmentes diéta

A DH oki terapiaja jelen tudasunk szerint az élethosszig tart6 GMD, hatasara a bor
tiinetmentessé valik, a vékonybél nyélkahartya regeneralodik.®® *° 184 A Codex
Alimentarius 18-1981 szabvanya szerint akkor mindsitheté gluténmentesnek az étel, ha
a gluténtartalmi gabona komponensének teljes nitrogén-tartalma nem haladja meg a
0,05 g-ot 100 g szilard fizist gabonatermékben.'®! Magyarorszagon a 41/2009/EK
rendelet alapjan (2009. januar 20.), mely elbirasait 2012. januar 1-t6l kotelezd
alkalmazni, a ,,glutéenmentes” kifejezés akkor tiintetheto fel, ha a gluténtartalom a végso
fogyaszto szamara értékesitett elelmiszerben nem haladja meg a 20 mg/kg-ot. Korabbi
ajanlasok a buza, rozs, arpa €s a zab teljes keriilését javasoltdk, ma mar a zab tobb
tanulmany szerint is fogyaszthatd, nem toxikus, amennyiben a gyart6 biztositja a

gluténmentességet.'®2 183 A bortiinetek a diéta kezdete utan csak hetekkel, honapokkal
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javulnak, eléfordul azonban, hogy hosszabb id6 is eltelik a teljes tiinetmentességig.
Ismételt glutén fogyasztas mellett a bortiinetek visszatérnek.!8* Szigora GMD mellett
szignifikansan csokken az 6sszmortalitds és a kardiovascularis megbetegedések okozta
mortalitds DH-ban. A legalabb 6t évig tartd szigort GMD hatasara a lymphoproliferativ
betegségek aranya is csokken. 1%

Az irodalomban beszamolnak olyan esetekrdl, ahol a paciensek a diéta elhagyésat
kovetden tartds, évekig tartd remisszioba keriiltek.10” 188 Eléfordulnak refrakter esetek,
melyek nem reagéalnak a szigora GMD-ra. Egy finn tanulmany soran azt talaltdk, hogy a
betegek 1,7%-anal dapson kezelésre is sziikség volt annak ellenére, hogy atlagosan 16
éve szigori GMD-t folytattak. A bdrtiinetekkel ellentétben a vékonybél nyalkahartya
GMD mellett regeneralddik refrakter DH-ban'®’, ami eltér a refrakter coelidkiatol, ahol
az ententeropathia diéta mellett nem javul és a szovédmények, a vékonybél lymphomak

kialakulasi esélye jelentdsen megnd.18

2.2.5.2. Dapson terapia

A dapson (4,4’-diaminodiphenyl-sulfon) egy szulfon szarmazék, a DH tiineti terapidja.
DH-ban gyorsan tiinetmentesiti a bort, a viszketés és a klinikai tiinetek néhany nap alatt
jelentésen javulnak, de az enteropathiara és a dermalis IgA precipitatumra nincs

hatéssal 1"

A vékonybélben szivodik fel és a majban metabolizalodik, majd a vesén
keresztiil iiriil a szervezetbdl, de az enterohepatikus kdrforgasban is részt vehet.!®® A
teljes tiinetmentesség elérése DH-ban GMD mellett akar honapokig is eltarthat, ezért
atmenetileg dapson adasa is sziikségessé valhat altalaban napi 25-50 mg kezd6 doziban,
ami 100 mg-ig novelhetd.°

Hatasmechanizmusa nem teljesen ismert, antimikrobialis és antiinflammatorikus hatdsa
is van. Antimikrobilis hatisa miatt kozel 70 éve a lepra kezelésére hasznaljak.!® In
vitro gatolja a neutrophil granulocytdk  kemotaxisat, sejtadhéziojat, a
komplementrendszer  aktivalodasat, a reaktiv  oxigén intermediereket, a
myeloperoxidazokat, a proinflammatorikus citokineket, valamint a prosztaglandinok és
leukotriének termelédését. %

A dapson  leggyakoribb = dozisfiiggd  haematologiai  mellékhatasai a

methaemoglobinaemia, a hemolizis és az agranulocytosis, melyek 100 mg napi ddzis
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alatt ritkan fordulnak el6. A mellékhatasok altalaban dozisfiiggdek, anaemia,
kardiopulmonalis betegség, gliik6z-6 foszfat-dehidrogenaz hidny, vagy egyéb

tarsbetegség esetén gyakoribbak.'%?

A dapson talérzékenységi reakciot valthat ki, ami
lazzal, rossz kozérzettel, lymphadenopathiaval és exanthemaval jar, de akar sokszervi

elégtelenséghez is vezethet.!®

A DH szovodményeit €s tarsbetegségeit a dolgozat nem targyalja.

2.2.6. Az immunkomplex elmélet hattere dermatitis herpetiformisban

Bar régota feltételezik és szamos adat utal ra, hogy a DH egy immunkomplex
betegség!®1%, keringd TG3-IgA immunkomplexeket eddig nem sikeriilt azonositani. A
klasszikus autoimmun bullosisokkal ellentétben, ahol a bdérben lerakodd és a keringd
antitestek antigénje megegyezik, DH-ban az IgA antitestek nem kotddnek a bor egyik
strukturalis eleméhez sem, nem a dermalis ECM ellen termel6dnek, ami arra utal, hogy
a dermisben 1évd IgA-TG3 aggregitumok valojaban immunkomplexek. Az IgA
depozitumok, vagy ,.DH testek” ultrastruktaralis vizsgalattal az ECM mentén
szabélytalan elhelyezkedést mutatnak, amorf csomokként abrazolodnak.'®? Kettés

11, 162, 166

immunfluoreszcenciaval az IgA a papillaris dermis csucsan ¢s a dermalis

érfalakban is kolokalizalodik a TG3-mal. Preisz és munkatarsai szignifikans IgA és C3
pozitiv érfestédést irtak le.1%

Néhany DH-s betegben vesebiopsziaval IgA immunkomplexeket mutattak ki, melyek
nephropathiat nem okoztak.!®” Igen ritkain beszamoltak DH-hoz tarsulo IgA
nephropathiarol.!®® DH-s betegekben mindez alatdmasztja azt a hipotézist, mely szerint
az immunkomplexek DH-ban jelen vannak a keringésben, ¢és fennakadhatnak kiilonb6z6
szervek mikrocirkulacios rendszereiben. DH-ban HLA-B8 pozitivitassal Osszefliggd
gyenge RES funkciét mutattak ki, ami elégtelen immunkomplex eliminaciot
eredményezhet.'*°

A TG3 egészséges borben az epidermis felsd rétegiben, a stratum granulosum ¢és a
stratum corneum teriiletén expresszalddik, a papillaris dermisben sem a TG3, sem a

TG2 nem fejezddik ki, a TG3-IgA depozitum epidermalis eredete kérdéses. A

vékonybélben eddig nem sikeriilt kimutatni, de tobb szdvetben expresszalodik, igy
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egyéb extracutan eredet is elképzelhetd. !t 1651

Egyes szerzok szerint a papillaris TG3 precipitaitum az epidermisbdl szdrmazik, mely a
bazalmembranon atdiffundalva komplexet alkot a keringésbdl kilépd IgA tipusu TG3

antitestekkel 162200

2.2.7. Fibrinogén-fibrin-fibrinolizis patolégia DH-ban

Evtizedekkel ezeltt leirtak, hogy DH-ban mar az IgA megjelenése el6tt extravascularis
fibrinogén, fibrin és fibronektin jelenik meg a papillaris dermisben.?2% A
kozelmultban igazoltdk, hogy a dermalis IgA-TG3 csapadékban a TG3 megorzi
enzimatikus aktivitasat ¢és fibrinogént kot, mely az IgA-TG3 lokalizacidjaval
megegyezik és hasonlé intenzitasu festddést mutat.®® A betegek egy részénél akralisan
a kézujjakon, esetenként a labujjakon petechidk, purpurak jelennek meg.104 205
Kutatoécsoportunk a kozelmultban publikalta, hogy kezeletlen betegeknél varatlanul
magas a cryofibrinogenémia eléfordulasa, mig GMD ¢és/vagy dapson terdpia mellett ez
jelentésen csokken, vagy megsziinik.?% Eldzetes adataink azt is jelezték, hogy a dapson
in vitro csokkentheti a cryofibrinogén mennyiségét?®’, de a hatds mechanizmusa
ismeretlen maradt.

In vivo tiinetes DH-s beteg autolog széruménak subcutédn bevitele a boron az injekcid
helyén a DH-ra jellemz6é tiineteket provokalt, ugyenez heparinnal, vagy az
antifibrinolitikus hatdsi  e-aminokapronsavval el6kezelt plazmaval mar nem
provokélhat6.?% Néhany korabbi tanulmanyban beszamolnak a heparin kezelés
hatasossagarol sulyos, disszeminalt DH-ban szenvedé pacienseknél, akik a
szulfonszarmazékokat valamilyen ok miatt nem toleraltak.?®®?! A terapids hatas
mogotti  mechanizmus  ismeretlen. A cryofibrinogenaemia  DH-ban  egy
hémeérsékletfliggd, keringd fibrinogénhez kapcsolhato patologidra utal.

Mindezek alapjan azt feltételeztiik, hogy a fibrinogén-fibrin-fibrinolizis rendszer is
szerepet jatszik a DH patomechanizmusidban. Célul tlztiik ki a betegek plazma

mintdjaban a fibrinogén funkcionalis vizsgalatat, azért is, mert elsdsorban a plazma a

dermalis IgA-TG3 csapadék mellett lerakodo fibrinogén forrasa DH-ban.
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A fibrinogén 3 par polipeptid lancbol all (Aa, B, v). A fibrin fibrinogénbdl jon létre
trombin hatdsara, fibrin monomerek nem kovalens polimerizacidjaval és izopeptid
kotések kialakulasaval. A fibrinhalot a FXIII-A stabilizalja kovalens kotésekkel (9.
abra).?!? Ez a folyamat a gyulladasos folyamatok esetében is jelen van.8> & A fibrin
oldéasat a plazmin katalizalja, ami plazminogénbdl keletkezik tPA hatdsara (9. abra),
rendkiviil érzékeny kiilénbozé biomechanikai, kémiai és cellularis faktorokra,?!? 213

A fibrinszalak atmérdje, az alvadék szerkezete és a fibrinolizis folyamata kozott szoros
Osszefiiggés van. Egyfeldl a vékony fibrinszala alvadék (pl. magas trombin
koncentrécio esetén) lassabban oldodik a lizis sordn, ellentétben a vastag fibrinszalakbol
allo alvadékkal, annak ellenére, hogy a vékony fibrinszdl 6nmagaban gyorsabban
oldodik. Ez a latszolagos ellentmondas azzal magyarazhaté, hogy a plazmin egy
fibrinszalon beliil a protofibrilek k6zott gyorsabban diffundéal, mint az alvadékban a
fibrinszalak porusain keresztiil.?!? Masfeldl a plazmin egy optimalis tAvolsagot igényel a
fibrin protofibrilek kozott a hatékony lizishez, ami megfelel a plazmin molekula
méretének. Ha a fibrinszal azért vastagabb, mert tobb protofibrilt tartalmaz, de azok
tavolsaga optimadlis, a lizis gyorsabb, mert egy keresztmetszetben egy plazmin tobb
protofibrilt képes atvagni anélkiil, hogy diffundélnia kell.?* Ha viszont a fibrinszal azért
vastagabb, mert a protofibrilek nagyobb tavolsagon vannak egymastol, akkor a plazmin
molekula mozgésa egy keresztmetszetben sem optimalis, ezért lassabb a lizis.?!®

A fibrin alvadék szerkezetét szamos cellularis és humordlis tényezd szabalyozza. A
vorosvérsejtek beépiilése az alvadékba, a neutrophil granulocytakbol felszabaduld
hiszton és DNS molekuldk, az alvadékra gyakorolt mechanikai hatds a fibrinszalak
megnyulasa révén novelik a fibrinolitikus rezisztenciat, mig példaul a tPA koncentracio

emelkedése fokozza a lizist. %2
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9. abra. A fibrinogén-fibrin atalakulas és a fibrinolizis folyamata.?'? (A) A
fibrinogén kdzponti doménje (z61d) az N-terminalis fibrinopeptid A és B-vel (piros),
amit a trombin az Aa lancok és a Bf lancok N-terminalis végeérol hasit, valamint a
fibrinogén distalis doménje (lila), ami az Aa lancok és a B lancok C-terminalis részeit
tartalmazza. A trombin hatasara a fibrinopeptid A lehasad, igy ket masik fibrin
molekula y lancahoz (sarga) nem-kovalens kotéssel tud kapcsolodni. A protofibril
ketszalu, egymast félig atfedo fibrin monomerekbol all, a fibrinopeptid B hasitasaval
kapcsolodhatnak vastagabb rostokka. Plazminogén (csillag) és tPA (haromszog)
kotéhelyek. A FXIlla kovalens keresztkotéseket alakit ki a szomszédos fibrin
monomerek y és a lancai k6zott. (B) Plazmin aktivacio a fibrin-tPA-plazminogén
komplex (F-tPA-Pgn) hatasara. (C) A fibrinogén-fibrin-fibrin degradacios termékek (F’,
F) atalakulasa plazmin hatasara. A fibrin degradacios termékek tPA-t és plazminogént

kotnek a lizis fenntartasahoz.
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3. Célkitizések

1. A bevezetésben részletezett klinikai €és immunologiai jellemzék miatt azt
feltételezziik, hogy a DH egy immunkomplex betegség. Célul tliztiik ki keringd TG3-
IgA immunkomplexek kimutatidsat egy erre a célra altalunk kifejlesztett szendvics

ELISA technika segitségével.

2. Vizsgaltuk, hogy a keringé TG3-IgA immunkomplex és az anti-TG3 IgA ellenanyag
szintek kozott van-e kapcsolat. Célunk volt, hogy a keringé TG3-1gA immunkomplexek
glutén dependenciajat vizsgaljuk. Retrospektiv vizsgalat soran kezeletlen, majd szigort
GMD alatt tiinetmentes DH paciensek keringd TG3-IgA immunkomplex szintjét

vizsgaltuk.

3. A bevezetésben ismertetett adatok alapjan feltételezhetd a fibrinogén-fibrin-
fibrinolizis rendszer patologiaja DH esetében. Célul thiztiik ki DH-s paciensek fibrin

képzd6 és fibrinolitikus kapacitasanak elemzését.
4. Célul thztiik ki a fibrinhalo szerkezeti vizsgalatat. Arra kerestiik a valaszt, hogy az
esetleges fibrinolitikus eltérések kapcsolatban allnak-e a fibrinhaldé szerkezeti

valtozasaival.

5. Kivancsiak voltunk, hogy a DH tiineti kezeléseként alkalmazott dapson in vitro

hatdssal van-e a fibrinolitikus paraméterekre, valamint a fibrin szerkezetére.
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4, Modszerek

4.1. A DH diagnosztikaja

A DH diagnozisa a klinikai tlineteken, a bér szovettani és DIF vizsgalatan, valamint a
szérumban anti-TG2 IgA, IgG ELISA és/vagy EMA teszteken alapult. Minden paciens
esetében elvégeztiik az anti-TG3 IgA ELISA vizsgalatot is.

4.1.1. Szovettani vizsgalat
A rutin hisztologiai vizsgalat 10 um-es paraffinba agyazott, hematoxilin-eozinnal (HE)
festett metszeteken tortént a SE Bor-, Nemikortani és Boronkoldgiai Klinika Szovettani

Laboratoriumaban.

4.1.2. Direkt immunfluoreszcens vizsgalat

Az immunfluoreszcens vizsgalatokat 5-10 um-es fagyasztott bor metszeteken végeztiik.
A festéshez a fluoreszcein-isotiocianattal (FITC) konjugalt anti-human C3 és IgA
ellenanyagokat 1:40-es, az IgG és IgM ellenanyagokat (Dako, Glostrup, Denmark)
1:100-as higitasban hasznaltuk.

4.1.3. EMA, anti-TG2 IgA ELISA

Az EMA vizsgalata indirekt immunfluoreszcencidval tortént (ImmuGlo IMMCO
Diagnostics, Buffalo, NY).

Az ati-TG2 IgA antitestek kimutatasat ELISA moddszerrel végeztik (Orgentec
Diagnostika, Mainz, Germany). A gyarto altal megadott cut off érték a10 AU/ml volt.

4.1.4. Anti-TG3 IgA ELISA

Az anti-TG3 IgA antitestek kimutatasa ELISA modszerrel tortént (Immundiagnostik,
Bensheim, Germany). A gyarto altal megadott cut off érték 22 AU/ml volt.
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4.2. Kering6 TG3-1gA immunkomplex ELISA vizsgalat

4.2.1. Betegek és médszer

35 kezeletlen DH-s beteget (ffi:n6=20:15, atlag életkor 44+18, 10-78 év) (3. tablazat)
¢és 40 kontroll személyt vontunk be a vizsgalatba; 16 egészséges felnbttet (ffi:n6=S8:8,
atlag életkor 41+15, 26-73 év, 12 pemphigus vulgarisban (PV) szenvedd pacienst
(ffi:n6=5:7, 54+12 ¢év, 36-71 ¢év), és 12 szisztémas lupus erythematosusban (SLE)
szenvedo pacienst (ffi:nd=1:11, atlag életkor 42+12, 27-74 év).

10 kezeletlen DH-s beteget (ffi:n6=4:6) vizsgaltunk kezeletlen allapotban, ¢s GMD utan
(GMD atlagos id6tartama 5,8 év), tiilnetmentes allapotban (4. tablazat).

8 kezeletlen DH-s beteg (ffi:n6=5:3, atlag életkor 49+12 év, 16-74 év) és 7 egészséges
kontroll személy (ffi:n6=3:4, atlag életkor 49+16 ¢év, 28-75 év) egyazon idépontban

levett plazma és szérum mintéjat hasonlitottuk ossze.
6 kezeletlen DH-s paciens (ffi:n6=4:2, atlag életkor 47+12 év, 16-78 év) és 6 egészséges

kontroll személy (ffi:n6=2:4, atlag ¢letkor 51+14, 30-73 év) savoit vizsgaltuk
parhuzamosan BSA blokkolassal, €¢s BSA blokkolas nélkiil.
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3. tablazat. Kezeletlen DH-s paciensek klinikai és immunszerologiai adatai (n=35) az
anti-TG3 IgA pozitiv (1-22. beteg), az anti-TG3 IgA negativ (28-35. beteg) betegeknél,
és a sziirke zonaba esé anti-TG3 IgA értékek (23-27. beteg) esetén. Az abszorbancia

értékek (Asso) a keringd TG3-IgA immunkomplex szinteket jelolik.

Betegek | Eletkor/Nem | Bértiinetek | EMA | Anti-TG2 | Anti-TG3 |  Auso®
kezdete IgA IgA
ELISA | ELISA
(AU/mI)! | (AU/mI)?

1 53/ffi 6 ho Poz. 99 31 0,43
2 31/ffi 20 év Poz. >100 69 0,55
3 53/ffi 6 ho Poz. 88 104 1,64
4 A4/ffi 5¢év Poz. >100 103 0,80
5 39/ffi 10 ho Poz. >100 81 0,56
6 29/né 2 év Poz. >100 >200 0,48
7 78/ffi 7 ho Neg. 33 74 0,45
8 75/n6 3év Neg. 65 125 0,6
9 49/né 8 év Poz. 37 39 0,45
10 23/ffi 2 év Poz. >100 118 0,63
11 46/n6 1 év Poz. >100 85 1,68
12 16/n6 1.5 év Poz. >100 148 0,83
13 78/ffi 10 év Poz. >100 24 1,21
14 19/n6 4 ho Poz. >100 112 0,5
15 45/ffi 37 év Poz. >100 80 0,44
16 28/né 1.5 év Poz. 40 168 0,42
17 32/n6 10 év Neg. <10 24 0,68
18 68/ffi 1 év Neg. 22 77 0,71
19 74/ffi 6 ho Poz. >100 >200 0,58
20 31/n6 6 év Poz. >100 >200 1,75
21 54/n6 6 ho Neg. >100 >200 0,97
22 59/ffi 7 ho Neg. <10 >200 0,29
23 44/ffi 1 év Neg. <10 20 0,67
24 36/ffi 1év Neg. <10 21 0,52
25 59/ffi 3 ho Neg. <10 17 1,97
26 49/ffi 1év Neg. <10 16 1,00
27 73/n6 8 ho Neg. <10 16 0,29
28 45/ffi 10 év Poz. 44 6 1,04
29 25/n6 8 ho Neg. <10 6 1,86
30 26/n6 10 év Poz. 20 11 0,32
31 34/ffi 1 év Poz. <10 4 0,79
32 38/ffi 1,5 év Poz. 42 14 1,68
33 65/ffi 6 ho Neg. <10 2 0,54
34 10/n6 6 ho Neg. <10 13 1,81
35 37/ffi 5 hé Neg. <10 14 0,33
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! Pozitiv: >10 AU/ml, negativ: <10 AU/ml.

2 Pozitiv: >22 AU/ml, negativ: <16 AU/ml, 16-22 AU/ml: sziirke zéna a gyart ajanlasa
szerint.

3 Az egészséges kontroll csoportnal mért abszorbancia érték: 0,3025, [0,2588-0,4981]
(median, [IQR]).

4. tablazat. DH-s betegek (n=10) klinikai és laboratatdoriumi jellemzoéi kezeletlen
allapotban, valamint tiinetmentes allapotban, GMD alatt. Az abszorbancia értékek (Auso)

a keringd TG3-IgA immunkomplex szinteket jelolik.

Betegek Eletkor | Bortiinetek GMD Anti- Anti- Auso®
Sorszam/Nem | a GMD (idétartama | TG2 IgA | TG3 IgA
elott és években) ELISA ELISA
utan (AU/mD)?! | (AU/mI)?
1ffi 35 Igen Nincs >100 38 0,76
45 Nem 10 <10 3 0,68
b 49 Igen Nincs >100 72 0,91
58 Nem 9,5 <10 9 0,59
3/ffi 24 Igen Nincs 81 37 1,19
29 Nem 4,5 <10 1 1,01
And 32 Igen Nincs 89 >200 0,75
35 Nem 3 <10 6 0,59
5/n6 34 Igen Nincs >100 78 3,90
38 Nem 3,5 <10 2 0,44
6/ffi 22 Igen Nincs 44 34 1,32
29 Nem 7 <10 4 1,27
2/f6i 39 Igen Nincs >300 81 0,52
40 Nem 1 <10 6 0,28
8/ffi 10 Igen Nincs 6 13 0,41
18 Nem 7,5 <10 3 0,39
9/né 10 Igen Nincs 6 5 2,10
22 Nem 12 <10 3 1,71
10/n6 24 Igen Nincs 2 73 0,91
26 Nem 1,5 <10 6 0,52

! Pozitiv: >10 AU/ml, negativ: <10 AU/ml.
2 Pozitiv: >22 AU/ml, negativ: <16 AU/ml, 16-22 AU/ml: sziirke zona a gyart6 ajanlasa

szerint.
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4.2.2. Keringé TG3-1gA immunkomplex ELISA

A keringd TG3-IgA immunkomplexek kimutatasahoz sajat fejlesztésli szemikvantitativ
szendvics ELISA technikat alkalmaztunk.

A 96 lyukt mikrotiter lemezeket (Nunc Maxisorp, Apogent, Roskilde, Denmark) 100 pl
poliklonalis  kecske anti-human TG3  antitestte]’®  inkubaltuk  overnight
szobahOmérsékleten (1x-es PBS-ben higitva, pH 7.4). A korabban részletesen vizsgalt
poliklonalis anti-human TG3 antitest DIF technikdval nem reagalt humaéan
duodenummal, igy a TG2-vel valo szignifikans keresztreakcio kizarhat6 volt (az adatok
nem szerepelnek a vizsgalatban).

A lemezeket 100 pl 1%-0s BSA-val (BSA, Sigma Aldrich, St.Louis, MO, 1x-es PBS-
ben higitva) blokkoltuk 1 o6ran keresztiill szobahdn, majd a mikrotiter lemezekre
helyeztiik a 100 pl-es plazma/szérum mintakat, és 1 oran keresztiil inkubaltuk. A
kozforgalomban elérhetd anti-human TG3 IgA ELISA kit (Immundiagnostik,
Bensheim, Germany) reagenseivel folytattuk a 1épéseket. A kdvetkezd inkubacios 1épés
soran a mintdkhoz 100 pl peroxiddzzal konjugalt rabbit anti-human IgA antitestet, majd
egy ujabb mosast kdvetden 100 ul tetrametilbenzidin szubsztatot adtunk, amivel tovabb
inkubaltuk a lemezen lév0 mintdkat 15 percig. Végil egy savas STOP oldat
hozzaadéasaval ledllitottuk az enzimatikus folyamatot. Az abszorbanciat 450 nm-en
mértiik (Asso0) mikroplate olvasod segitségével (BioTek Instruments, Winooski, VT,
USA). A plazma/szérum mintékat 1:10-hez higitottuk (1x-es PBS-ben), triplikdtumokat
mértiink. A mosasi lépések 5x250 ml moséd pufferrel torténtek (Immundiagnostik,

Bensheim, Germany). Az ELISA 1épéseit szobahdn végeztiink.

4.2.3. Statisztikai elemzés

A statisztikai szamitasokat Statistica 8.0 szoftverrel (Statsoft Inc, Tulsa, OK) végeztiik.
Az adatok eloszlasanak vizsgalata Shapiro-Wilk teszttel tortént. Az adatokat median
értékekkel és a hozza tartozo interkvartilis tartomannyal [IQR] jeloltik. A csoportok
kozotti kiillonbségeket Mann—Whitney U teszt, Wilcoxon teszt és Kruskal-Wallis teszt

segitségével elemeztiik. A post-hoc elemzéseket multiple comparisons of mean ranks
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for all groups és Tukey tesztekkel végeztiikk. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.

4.3. A fibrinolizis és a fibrin szerkezetének vizsgalata

4.3.1. Betegek és modszer

23 DH-s beteg (ffi:n6=17:6, atlag életkor 41+13, 21-74 ¢év) (5. tablazat) és 12
egészséges kontroll személy (ffi:n6=6:6, atlag életkor 33+10, 23-55 ¢év) friss
plazméjdban ¢és szérumaban a szoveti plazminogén aktivator (tPA) indukélta
fibrinolizis-id6t (globalis fibrinolitikus potencidl indikatora) és az alvadék maximalis
turbiditasat (a fibrin szerkezet indikéatora) mértiik spektrofotométer segitségével 340
nm-en 37 °C-on. A kontroll személyek egészséges felndttek, akik véralvadast
befolyasold gyogyszerkészitményt nem szedtek. A DH-s betegeket a kovetkezo
csoportokba soroltuk: 7/23 kezeletlen, tiinetes paciens, 5/23 dapsonnal kezelt (3/5
intermittald GMD-t is folytatott), 11/23 szigora GMD mellett (5. tablazat). A dapson
kezelést azoknal a pacienseknél kezdtiik el, akik gyors javulast szerettek volna, vagy

mas intézményekben kezdték el naluk a terapiat.

A dapson hatdsanak in vitro vizsgalatahoz 2 kezeletlen DH-s pacienst (2 ffi, P22, P23)
(5. tablazat) és két egészséges kontroll személyt (2 ffi, 29 és 39 évesek) vontunk be.

Kiilon vizsgalatként 5 pemphigus vulgarisban szenvedd paciens (5. tablazat) és 7
egészséges kontroll személy (ffi:n6=2:5, atlag életkor 44+18 év, 25-72 év) adatait

hasonlitottuk Ossze.

A beteg csoport és a kontroll csoport fibrinogén szintje a normal tartoméanyba esett (1.5-
4 g/dl).
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5. tablazat. A turbidimetrids lizis vizsgalatba bevont DH-s betegek (n=23) klinikai és

laboratériumi adatai, és a kiilon vizsgalt PV-os betegek jellemzoi (n=5).

Betegek | Eletkor DH/ Boér- GMD | Dap- | EMA anti- anti- Cryo- Lizis id6é Az’
/Nem PV tiinet son TG2 TG3 protein (min)* plazma/
kezdet IgA 1gA plazma/ szérum
ELISA | ELIS szérum
(AU/ A
ml)* (AU/
ml)?

1=P1 | 31m6 | 6év | Igen | Nem | Nem | Poz | >100 | 235 | Neg 3598%’ %i?é‘il
2=P2 26/n6 8 év Igen Igen Igen Neg <10 20 Neg 27(;6;/ %23(126/
3=P3 44/ffi 33 ¢év Nem Nem Igen Poz <10 33 CF ++ fgozé %3;%;;/
4 36/ffi 1 év Igen Nem Nem Neg <10 20 Neg 182;’21/ %3;:,3%/

5 30/n6 25 ¢év Nem Igen Nem Neg <10 15 Neg 963;3;/ %é%%/

6 29/ffi 23 ¢év Nem lgen Nem Neg <10 10 CF + 3;12(;/ %15351/

7 276 23 ¢év Nem lgen Nem Neg <10 5 CF + 315131/ %52%11/

8 21/ffi 15 év Nem Igen Nem Neg <10 9 Neg 34%5%/ %3;%71/

9 60/ffi 10 év Nem Igen Nem Neg <10 20 CF+ 3;3261/ %3285/
10 29/ffi 6¢év Nem lgen Nem Neg <10 2 Neg 56(1)1%/ %z%/
11 27/ffi 24 év Nem lgen Nem Neg <10 8 Neg %gg/ %3;%/
12 26/ffi 5év Nem Igen Nem Neg <10 1 Neg %%%/ %3;57%/
13 61/ffi 1 év Nem lgen lgen Neg <10 35 Neg 27%57/ %3317/
14 64/n6 8 év Igen Nem Igen Neg <10 15 Neg %%i/ %z;5722/
15 23/ffi 17 év Nem Igen Nem Neg <10 8 Neg 1351245/) %3;1231/
16 43/ffi 23 év Igen Igen lgen Neg <10 15 Neg 35’;371/ %3;%22/
17 45/ffi 1év Igen Igen Nem Neg <10 20 CF + 3;%%/ %3;321/
18 aaii | 37¢v | lgen | Nem | Nem | Poz | >100 | 80 CCFGT %51%’ %’é‘%’
19 49/ffi 1év Igen Nem Nem Neg <10 16 Neg 133,’65/ %211%/
20 40/n6 31 ¢év Nem Igen Nem Neg <10 5 Neg %25‘;/ %3;28/
21 44/ffi Seév Igen Nem Nem Poz >100 103 CF + 26%‘;/ %222?8/
22 74fi | 16v | igen | Nem | Nem | Poz | >100 | >200 | Neg %%i’ %’2‘;22/
23 68/ffi 6 ho Igen Nem Nem Neg 22 77 Neg 291‘2/ %Aﬁ_:g
PV1 66/n6 4h6 | Igen | Nem | Nem | Neg <10 2 '\;i(;‘acts 15121"83/ %";5957/
PV2 74/né 1ho | Igen | Nem | Nem | Neg <10 5 ’\;i(;‘acts 1512"22/ %2%’
PV3 41/n6 2h6 | Igen | Nem | Nem | Neg <10 1 ’\;g‘acts ?2’%/ %;‘jg
PV4 49/né 2h6 | Igen | Nem | Nem | Neg <10 4 '\;g‘acts 1;5;;’/ %;g’
PV5 60/né 2h6 | Igen | Nem | Nem | Neg <10 1 ’\;i(;‘acts 9775'2/ %’ég%/
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1 Pozitiv: >10 AU/ml, negativ: <10 AU/ml
2 Pozitiv: >22 AU/ml, negativ: <22 AU/ml
3 Plazma / szérum mintakat turbidimetrias lizis vizsgalattal elemeztiik. A szérum

mintakhoz tisztitott human fibrinogént adtunk.

4.3.2. A t-PA-katalizalt turbidimetrias fibrinolizis vizsgalat és a dapson in vitro

hatasa

Kolev és munkatarsai altal leirt modszert hasznaltuk.?!® Mivel a fibrinogén—fibrin
atalakulas soran keletkez6 fibrinrostok atmérdje 6sszevetheto a fény hullamhosszaval, a
fibrinhalon athalad6 fény szorodasa soran kialakul6 turbiditas (opalossag) jelzi a fibrin
keletkezését. A turbiditds aranyos a fibrinrostok tomeg/hossz aranyaval®l’, véltozasa a
fibrin szerkezetérol is informaciot hordoz (vastagabb fibrinrostok nagyobb turbiditast
eredményeznek). A kialakult fibrin turbiditdsanak kovetésével lehet a fibrinolizist
monitorozni 21822

A plazma rogok kialakitasahoz trombint adtunk (30 U/ml 5 pl-ben) az 50 pl citratos
plazma (3,8% citratos csében gyljtve) és az 50 ul 0,1 pg/ml szdveti plazminogén
aktivator (tPA) keverékéhez (Actilyse, Boehringer Ingelheim, Germany), 150 mM NaCl
¢s 25 mM CaCl; tartalmt 10 mM HEPES-NaOH pH 7.4 pufferben.

A szérum lizis vizsgéalatindl a HEPES pufferhez az emlitetteken kiviil 2 mg/ml
fibrinogént adtunk (human, plazminogén mentes, Calbiochem, LaJolla, CA). A plazma
¢s szérum mintdkat parhuzamosan vettilk le, és fagyasztds nélkiil, egy oOran beliil
felhasznaltuk a cryoprecipitacio elkeriilése miatt. A rogképzddés és oldodas folyamatat
340 nm-en (Ass) 37 °C-on Zenyth 200 spektrofotométer segitségével elemeztiik
(Anthos Labtec Instruments GmbH, Salzburg, Austria). A lizis-idd, amit a maximalis
turbiditas felével definialtunk, a fibrinolitikus aktivitast jellemz6 kvantitativ paraméter.
A maximélis turbiditds (Assomax) a fibrin szerkezetének indikatora.?** A nagyobb
turbiditds vastagabb fibrin atmérét és nagyobb poérust fibrinhdlét jelent.??? 223
Osszehasonlitottuk a beteg és az egészséges csoport lizis-idejét és maximalis
turbiditasat plazmaban (fibrinogén dis mintdk) és szérumban (a beteg fibrinogénjétdl

mentes, de normal huméan fibrinogénnel kiegészitett mintdk) egyarant.
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A dapson hatasanak in vitro vizsgalatakor a dapsont terapias koncentracioban (5 pug/ml)
30 perccel a turbidimetrias lizis vizsgalat el6tt kozvetleniil a frissen levett plazma

mintakhoz adtuk.??*

4.3.3. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat

A lizis gorbék alapjan (Aszsomax értékek) (13. abra) a fibrin szerkezeti vizsgalatahoz 3
DH-s plazma mintat (P1, P2, P3) (5. tablazat) és egy egészséges kontroll mintat
(atlagos kontroll turbiditas értékkel) valasztottunk ki.

P1: legmagasabb Assomax érték, anti-TG2 és anti-TG3 IgA ELISA pozitiv, kezeletlen
DH-s beteg.

P2: legalacsonyabb Aasomax érték, anti-TG2 és anti-TG3 IgA ELISA negativ, dapson
kezelés és GMD alatt.

P3: atlagos Azsomax érték, anti-TG2 IgA ELISA negativ, anti-TG3 IgA ELISA pozitiv,
dapsonnal kezelt DH-s beteg.

Tovabbi két kezeletlen, anti-TG2 és TG3 IgA ELISA pozitiv DH paciens (P22, P23) (5.
tablazat) és két egészséges személy fibrin szerkezetét vizsgaltuk plazmaban in vitro

dapson hozzéaadasa eldtt és utan.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatokat a Magyar Tudomanyos Akadémia Kémiai
Kutatokozpontjanak Nanokémiai és Katalizis Intézetében végeztik. A plazma
alvadékok a fent leirt modszer alapjan késziiltek (tPA hozzaadasa nélkiil). 30 perc utan
37 °C-on az alvadékokat 1%(v/v)-os kakodilat glutaraldehid pH 7,2 pufferben fixaltuk
16 oran keresztiil. A fixalt mintakat felszallo alkoholsorral dehidraltuk (20%-96%
vol/vol), 1:1 96% (vol/vol) etanol/aceton keverékével, majd tiszta aceton utan CO2-vel
valo kritikus pont szaritas tortént (E3000 Quorum Technologies, Newhaven, UK). A
mintdk ezutan adheziv szénlemezre keriiltek, melyet aranyozas kovetett (SC7620
Sputter Coater, Quorum Technologies). Ezt kovetden a gyartd szoftverével pasztazo
elektronmikroszképos (EVO40 Carl Zeiss) vizsgalatot végeztiink. Kiilonb6zo
nagyitasokban digitalis fotokat készitettiink, igy vizsgalhatova valt a fibrinhalo

szerkezete.
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4.3.3.1. A fibrinhalé szerkezeti vizsgalata

A kivalasztott mintdk esetében a SEM felvételek segitségével meghataroztuk a
valogatott fibrinszalak atmérdjét egy, a Semmelweis Egyetem Biokémiai Intézetben
kidolgozott algoritmus alapjan Statistical Toolbox v.7.0 of Matlab 7.10.0.499 (R2010a)
szoftver segitségével (The Mathworks, Natick, MA). Az atmérék meghatarozasdhoz
egy 10-15 egyenlden felosztott horizontalis vonalbol allé halot rajzoltunk a kép folé, és
minden fibrinszalat bevontunk a vizsgalatba, amiket kereszteztek. Az atmérdket
manualisan mértiik mindegyik SEM felvételen 300 fibrinszalon (mindig a fibrinszal

longitudinalis tengelyére merdlegesen), mintanként harom SEM felvételen.

4.3.3.2. Statisztikai elemzés

A lizis vizsgélat paramétereinek (lizis-idd, Assomax) statisztikai elemzését Kolmogorov-
Smirnov teszttel végeztiik (Statistical Toolbox 7.3 Matlab). A fibrinszalak atméréjének
eloszlasat egy, mar kordbban leirt algoritmus segitségével elemeztiik.??® A kiilénbozo
mintakra legjobban illeszkedd eloszldsokat Kuiper-teszt segitségével hasonlitottuk
Ossze, ¢és a p-értekeket Monte Carlo eljarassal szamoltuk. Amikor két eloszlas kozott
statisztikailag szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg, akkor a kvantilis és a
variancia szamszerli értékeit 1is statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik. A

szignifikancia szintet minden esetben p<0,05-nél definialtuk.

4.4. Etikai vonatkozasok

A kutatast a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak megfelelden, a tdjékozott beleegyezés
elvét figyelembe véve, a Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi Tudomanyos és

Kutatasetikai Bizottsag engedélyével végeztiik (143/2010., 88/2013.).
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5. Eredmények

5.1. Kering6é TG3-1gA immunkomplex ELISA vizsgalat

A DH klinikai és immunolégiai jellemz6i miatt keringé TG3-1gA immunkomplexeket
vizsgaltunk egy erre a célra daltalunk kifejlesztett szendvics ELISA technika
segitségével. Az ELISA vizsgalatok eredményeit a triplikatumok atlagabol kaptuk. Az

ELISA abszorbancia értékek az immunkomplex szinteket jelolik.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a DH csoport és az egészséges kontroll csoport
plazméaban ¢és szérumban mért immunkomplex szintjei kozott. A DH csoport
immunkomplex szintje plazmaban és szérumban is szignifikansan magasabb volt, mint

az egészéges kontroll csoporté (10. abra).

2.0

1.8

p=0.0046
1.6 NS
1.4 NS

p=0.0356

1.2

1.0

A4 50

0.8

i = Median
0.2 - [ ] o (J1erR
1
== ===~ T Min-Max
0.0 Nyers adat
DH plazma  egészséges plazma DH szérum egészséges szérum

0.4 | _‘_

10. abra. Kezeletlen DH-s betegek és egészséges kontroll személyek plazmaban és
szérumban mért keringé TG3-1gA ELISA abszorbancia értékei (multiple comparisons
of mean ranks for all groups). Az értékeket személyenként 3 paralell vizsgalat adatainak

atlagabol szamitottuk. NS: nem szignifikéns.
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A parhuzamosan vizsgalt BSA-val blokkolt (0,6375+0,2113) és BSA-val nem blokkolt
(0,5101+0,1261) kezeletlen DH-s betegek kozott, és az egészséges kontroll csoportok
kozott (BSA 0,1366+0,0232, BSA nélkiil 0,1482+0,0256) sem talaltunk sziginifikdns
kiilonbséget (p=0,3137 és p=0,9984) (Tukey teszt). A DH csoport immunkomplex
értékei BSA blokkolassal (p=0,0001) és BSA blokkolas nélkil is (p=0,0004)

szignifikansan magasabbak voltak, mint az egészséges kontroll csoporté (11. abra).
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11. abra. Kering6é TG3-1gA ELISA abszorbancia értékek BSA blokkolassal és BSA
blokkolas nélkiil kezeletlen DH-s betegeknél és egészséges kontroll személyeknél
(Tukey teszt). Az értékeket személyenként 3 paralell vizsgalat adatainak atlagabol

szamitottuk.

A TG3-IgA immunkomplex ELISA vizsgalat soran kapott eredményeket a DH csoport
esetében (n=35) a 3. tablazat tartalmazza. A négy vizsgalati csoport TG3-IgA
immunkomplex értékei szignifikans kiilonbséget mutattak (p<0,01, Kruskal-Wallis
teszt).

Post hoc teszttel a kezeletlen DH csoport szignifikdnsan nagyobb keringd TG3-1gA
immunkomplex szintet mutatott (median Asso: 0,6300, IQR [0,4500-1,0400]), mint az
egészséges kontroll csoport (0,3025, IQR [0,2588-0,4981], p<0.01), a PV csoport

49



(0,2685, [0,2234-0,3710]) ¢és az SLE csoport (0,3283, [0,1831-0,5308]) (p<0,01) (12.
abra). Az egészséges kontroll, a PV és az SLE csoportok immunkomplex értékei kozott
(Ass0) nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p>0,5) (multiple comparisons of mean
ranks for all groups).

A kezeletlen DH-s betegcsoportban a TG3-IgA immunkomplex szintjei nem mutattak
kiilonbséget az anti-human TG3 IgA ELISA pozitiv (n=22) ¢s negativ/sziirke zéna
(n=13) betegei kozott (p=0,3747, Mann-Whitney U teszt) (3. tablazat).
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12. abra. Kering6 TG3-1gA ELISA abszorbancia értékek (Aaso) kezeletlen DH-s
betegek (n=35), egészséges kontroll személyek (n=16), PV-0s betegek (n=12) és SLE-S
betegek (n=12) esetében (multiple comparisons of mean ranks of all groups). Az
értékeket személyenként 3 paralell vizsgalat adatainak atlagabol szamitottuk. A vonal a

median értéket, a négyzet az IQR-t jeloli.

A Keringé TG3-IgA immunkomplexek glutén dependenciajat vizsgaltuk. A kezeletlen
DH-s paciensek keringd TG3-IgA immunkomplex értékei szignifikansan csokkentek
GMD alatt, remisszioban (4. tablazat) (p=0,0050, Wilcoxon teszt) (13. abra). Ennek

ellenére néhany tiinetmentes diétdzd paciensnél azt tapasztaltuk, hogy az
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immunkomplexek nem tlintek el teljesen, ebben az allapotban is kimutathatoak

maradtak a keringésben (4. tablazat).
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3.5F I -
3F -
25F T
2 ®o-__
~ - TS e, S -
< a@ T 2%
r\~-__.
15} .
R i | e =
1r —_—,————————— o — Yo e n
—0- ::::____::EEEEEEE-;: . N B )
----- e i
0.5 .____._:::::::::::::::::==.-------==::::::.:'. o
-------- °
0 L '
kezeletlen DH betegek diétazé DH betegek

13. abra. Keringd TG3-IgA immunkomplex szintek (Asso) DH-s betegeknél (n=10)
kezeletlen allapotban és tiinetmentesen, szigora GMD alatt (Wilcoxon teszt). A
szaggatott vonal ugyanazon beteg értékeit koti ssze, az egyes értékeket személyenként
3 paralell vizsgalat adatainak atlagabol szamitottuk. A vonal a median értéket, a négyzet
az IQR-t jeloli.

Az anti-human TG3 IgA ellenanyag szintek és a keringé TG3-IgA immunkomplex
szintek kozott nem taldltunk szignifikdns korrelaciot sem a kezeletlen DH csoportban
(3. tablazat) (p=0,7222, Spearman-féle korrelacios teszt), sem a diétazd csoportban
(p=0,4775) (4. tablazat).
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5.2. A fibrinolizis és a fibrin szerkezetének vizsgalata

5.2.1. A t-PA-Kkatalizalt turbidimetrias fibrinolizis vizsgalat és a dapson in vitro

hatasa

Vizsgalatunk soran szisztémas tényezOket kerestiink, amelyek a DH-s betegek
fibrinolitikus potenciadljat befolyasoljak, ezért a betegek plazmajabol alvadékokat
képeztiink és tPA-val indukaltuk oldasukat.

Mar az abran is lathatd, hogy a beteg csopoport lizis ideje megnyult, a maximalis
turbiditds meghaladja a kontroll csoport értékeit. A P1, P2 és P3 azokat a pacienseket
jeloli (5. tablazat), akiket a plazma lizis gorbéik alapjan kivalasztottunk az alvadék
fibrinszerkezetének tovabbi ultrastrukturalis vizsgalatahoz (P1 a legmagasabb, P2 a
legalacsonyabb, mig P3 a kontroll csoport atlagdhoz hasonld Aszsomax értéket mutatott)

(14. abra).
Szérum mintdk esetében a lefutdsi kinetikdk kozotti kiilonbségek eltlintek, a kontroll

csoport lizis ideje és maximalis turbiditasa helyenként meghaladta a beteg csoportét (15.

abra).

52
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14. abra. Spektrofotométerrel kapott tPA-indukalt lizis gérbék plazméban, a
maximalis turbiditas valtozasa a lizis 1d6 fiiggvényében. Az alvadék kialakitasanak
leirasa a Betegek és modszer cimii fejezetben talalhato. A gorbék személyenként 8

paralell vizsgalat adatainak atlagabol keletkeztek. A vizszintes tengely a reakcio kezdete
oOta eltelt id6t (min), mig a fliggdleges tengely a 340 nm-en mért abszorbanciat jeloli
(Asz40). A beteg csoporton beliil a folyamatos vonal a kezeletlen, mig a szaggatott vonal
a kezelt betegeket (GMD és/vagy dapson) jeloli. A gorbék felszallo széara a tPA és

trombin hozzdadasa utan elindul6 alvadast jeldli, a leszallo szara a fibrinhal6 oldodasat.
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15. abra. Spektrofotométerrel kapott tPA-indukalt lizis gérbék szérumban,
maximalis turbidités a lizis id6 fliggvényében. Az alvadék kialakitasanak leirasa a
Betegek és modszer cimii fejezetben talalhato. A gorbék személyenként 8 paralell

vizsgalat adatainak atlagabol keletkeztek. A vizszintes tengely a reakcio kezdete 6ta
eltelt id6t (min), mig a fiiggéleges tengely a 340 nm-en mért abszorbanciat jel6li (Azao).
A beteg csoporton beliil a folyamatos vonal a kezeletlen, mig a szaggatott vonal a kezelt

betegeket (GMD és/vagy dapson) jeloli. A gorbék felszallo szara a tPA és trombin

hozzaadasa utan elindul6 alvadast jeloli, a leszallo szara a fibrinhald oldodasat.

A statisztikai elemzés soran a kovetkezo eredményeket kaptuk:

A plazméban mért lizis id6 szignifikdnsan hosszabb a kezeletlen (n=7) és a teljes (n=23)

DH csoportban, mint az egészséges kontroll csoportban (p=0,026, p=0,004) (16. abra).

A teljes és kezeletlen DH csoport plazmaban mért Assomax értéke szignifikdnsan

nagyobb volt, mint az egészséges kontroll csoportban (p=0,0009, p=0,001) (17. abra).
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16. abra. Plazmaban mért lizis id6 statisztikai elemzése (Kolmogorov-Smirnov teszt).
Az adatok (fekete pontok) személyenként 8 paralell vizsgalat atlagabdl szarmaznak, a

vizszintes vonal az atlagot mutatja.
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17. abra. Plazmaban mért Azsomax statisztikai elemzése (Kolmogorov-Smirnov teszt).
Az adatok (fekete pontok) személyenként 8 paralell vizsgalat atlagabol szarmaznak, a

vizszintes vonal az atlagot mutatja.
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A human fibrinogénnel kiegészitett szérumban sem a lizis id6 (18. abra), sem a
turbiditas (19. abra) értékek kozott nem talaltunk kiilonbséget a kezeletlen és a teljes
DH csoportok, valamint az egészséges kontroll csoport kozott. A kezeletlen és a teljes
DH csoport lizis ideje rovidebb, a maximalis turbiditasa Kisebb volt, mint az egészséges
kontroll csoporté. A kiilonbséget a szérum keletkezése soran eltavolitott fibrinogén,

valamint a hozza k&t6d6é anyagok okozhatjak.
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18. abra. Szérumban mért lizis id6 statisztikai elemzése (Kolmogorov-Smirnov teszt).
Az adatok (fekete pontok) személyenként 8 paralell vizsgalat 4tlagabol szarmaznak, a

vizszintes vonal az atlagot mutatja.
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19. abra. Szérumban mért Azsomax statisztikai elemzése (Kolmogorov-Smirnov teszt).
Az adatok (fekete pontok) személyenként 8 paralell vizsgalat atlagabdl szarmaznak, a

vizszintes vonal az atlagot mutatja.

A dapson kezelés alatt allo DH csoport esetében a plazmaban mért lizis 1d6
szignifikansan révidebb (16. abra), a maximalis turbiditas szignifikansan alacsonyabb
volt (17. abra), mint a kezeletlen DH csoport esetében. A dapson kezelés hatasara a
fibrinolitikus potencial paraméterei az egészséges kontroll csoport irdnyaba valtoztak.

Figyelemre méltd, hogy a GMD javitotta a fibrinolitikus paramétereket DH péciensek
esetében, de a statisztikai kiilonbségek tovabbra is fennalltak a diétdzo csoport és az
egészséges kontroll csoport kozott a plazméaban mért lizis 1d6 €s a maximalis turbiditas

tekintetében (16. abra, 17. abra).
A dapson plazméban észlelt hatasa eltiint a szérumok esetében, ahol normal human
fibrinogénnel helyettesitettiik a mintakbol a szérum képzédése soran kicsapodod

fibrinogént (18. abra, 19. abra).

Meérsékelten (5-10%), de statisztikailag szignifikansan csokkent a lizis id6, valamint a

maximalis turbiditas kezeletlen DH paciensek plazmdjadban, amikor a dapsont terapias
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dozisban kozvetleniil a plazméakhoz adtuk fél oraval a turbidimetrias lizis vizsgalatot

megeldzden (6. tablazat).

6. tablazat. A dapson kozvetlen hatasa kezeletlen DH-s betegek (S1, S2) plazmajaban

mért fibrinolitikus paraméterekre (mean + SD, * p<0,05, Kolmogorov-Smirnov teszt).

Aszaomax Lizis id6 (min)
Dapson Dapson
Dapson nélkiil hozzaadasa Dapson nélkiil hozzaadasa
utan utan
S1 0,542+0,038 0,501*+0,018 96,81+9,14 85,53*+4,65
S2 0,424+0,014 0,384*+0,013 79,28+3.,48 75,09%+2,25

Egy kiilondllo kontroll kisérletben pemphigus vulgarisos betegek (n=5) eredményeit
hasonlitottuk Gssze egészséges kontroll személyekével (n=7). A plazmaban mért lizis
id6 (103,1£15,64 min vs. 87,9+£22.5 min), és a maximalis turbiditas (0,4603+0,09 vs.
0,5688+0,0658) esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a PV csoport és az
egészséges kontroll csoport kozott. Exogén human fibrinogén hozzadéasat kovetéen a
szérumok esetében a lizis id6 és a maximalis turbiditas értékek szintén nem kiilonboztek
szignifikdnsan az egészséges kontroll csoporttdl (Assomax €rték 0,2551+0,024 vs.
0,253+0,008, lizis id6 56,2+15,7 min vs. 59,240,008 min) (5. tablazat).

5.2.2. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat

A plazma alvadékok esetében a tPA-indukalt lizis vizsgélatok soran észlelt magasabb
maximalis turbiditas értékek (Assomax) vagy az eltérd fibrinogén koncentracionak, vagy
a megvaltozott fibrin szerkezetnek tulajdonithatoak.

Mivel a vizsgalt plazma minték fibrinogén koncentracidja a normal tartomanyon beliil
volt (1,5-4,5 g/l), pasztazo elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink a

fibrinszerkezet kozvetlen vizsgalatdhoz.
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A plazma lizis gorbék alapjan Osszesen négy mintat valasztottunk ki. P1 beteg a
legnagyobb maximalis abszorbanciat mutatta, P2 a legalacsonyabb, P3 gorbéje pedig a
kontrollok k6zott talalhatd (14. abra).

Mar a pasztazd elektronmikroszkopos fotokon is jol latszik a szerkezeti kiillonbség, a
legmagasabb abszorbancidju P1 beteg fibrinhdldja szovevényesebb, vastagabb szalu,
még a legkisebb abszorbanciaju P2 betegé lazabb szerkezetii, vékonyabb szala (20.
abra). A kezeletlen anti-TG2 IgA és anti-TG3 IgA ELISA pozitiv P1 beteg fibrin
szerezete szovevényesebb, a fibrin szalak atmérdje vastagabb volt, mint az egészséges
kontroll személyé. Az anti-TG2 IgA, anti-TG3 IgA ELISA negativ, dapson terapia és
GMD alatt all6 P2 beteg esetében a fibrinszdlak atmérdje vékonyabb volt, a fibrin
szerkezet lazabb volt, pdrusai nagyobbak voltak, mint az egészséges kontroll esetében

(20. abra).
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20. abra. SEM fotok egy egészséges kontroll személy és harom DH-s beteg (P1:
kezeletlen, anti-TG2 IgA és anti-TG3 IgA ELISA pozitiv beteg, P2: anti-TG2 IgA, anti-
TG3 IgA ELISA negativ, dapson terapia és GMD alatt all6 beteg, P3: anti-TG2 IgA
ELISA negativ, anti-TG3 IgA ELISA pozitiv, dapsonnal kezelt beteg) fibrinhalojardl a

trombin hozzaadasat kovetéen 30 perccel. Lépték = 1 pum.

A fibrinhalok mar szabad szemmel is lathatdo szerkezeti kiilonbségeit a plazma
fibrinszéalak atmérdjének tovabbi vizsgalataval szdmszertlien is alatdmasztottuk. P1 és P2
beteg fibrinszerkezete szignifikans eltérést mutat a kontrollhoz képest (p<0,001) (21.
abra). Ehhez hasonl6 eltéréseket az eltérd fibrinogén szint is okozhat, de a mintdk
fibrinogén szintje mind a normal tartoméanyba esett (1,5-4,5 g/1), az eltérés minimalis

volt, tehat kizartuk ezen tényez0d hatasat.

A kezeletlen P1 beteg esetében a fibrinszalak atmérdjének median értéke (137,9 nm)
szignifikdnsan nagyobb volt, mint az egészséges személynél mért median érték (114,2
nm, p<0,001). A plazma fibrinszalak a dapsonnal kezelt betegek esetében akar GMD
alatt 1s alltak (P2), akdr nem (P3), vagy még vékonyabbak voltak (P2), vagy

megegyeztek (P3) a kontroll személynél vizsgalt fibrinszalak atméréivel (21. abra).
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21. abra. A fibrinhald szerkezetének statisztikai elemzése (Kuiper-teszt). A vizszintes
tengelyen a fibrinszalak atmérdjének eloszlasa lathato, a fliggdleges tengelyen a PDF
(probability density function). (P1: kezeletlen, anti-TG2 IgA és anti-TG3 IgA ELISA
pozitiv beteg, P2: anti-TG2 IgA, anti-TG3 IgA ELISA negativ, dapson terapia és GMD
alatt allo beteg, P3: anti-TG2 IgA ELISA negativ, anti-TG3 IgA ELISA pozitiv,
dapsonnal kezelt beteg).

A megfigyelt kiilonbség megerdsitéséhez egy kiilon vizsgédlat sordn tovabbi két
kezeletlen DH-s beteg és 2 egészséges személy fibrinszalainak atméroit vizsgaltuk. Az
ujabb vizsgalat megerdsitette a korabban észlelt fibrinszal vastagodast a kezeletlen DH-
s betegekek esetében (median értékek a DH-s betegeknél 113,0 és 115,6 nm,
egészégeseknél 74,5 és 113,0 nm).

A dapson fibrin szerkezetre gyakorolt kozvetlen hatasanak vizsgalatahoz 30 perccel az
alvasztas eldtt a plazma mintakat 5 png/ml dapsonnal inkubaltuk a terapids koncentracid
eléréséhez. A DH-s betegek és az egészséges személyek esetében is szignifikdnsan

csokkent a fibrinszalak atmérdinek median értéke (58,0 — 78,8 nm).
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6. Megbeszélés

A dolgozatban a DH patomechanizmusdnak vizsgalata soran kapott eredményeinket
ismertetjiik. Keringé TG3-IgA immunkomplexek kimutatasat tliztiik ki célul, valamint a
fibrinolitikus potencial és a fibrin szerkezetének vizsgalatat. Utobbit a korabban DH-
ban igazolt gyakori cryofibrinogenémia®®, a papillaris dermisben kimutathato korai

201, 202, 204

fibrinogén-fibrin lerakodas , az akralisan vasculitisre emlékeztetd purpurak

103-105, 205

jelenléte , valamint a sikeresen alkalmazott antikoaguldns terapia miatt tartottuk

vizsgalatra érdemesnek.2% 211
6.1. Keringé TG3-1gA immunkomplexek dermatitis herpetiformisban

A lisztérzékenység az elmult években egyre inkabb a figyelem kozéppontjaba keriilt. A
kiilonboz6 immunszerologiai szlirdvizsgalatok fejlodésével egyre tobb pacienst sikeriil
diagnosztizalni. A dermatitis herpetiformis és a glutén szenzitiv betegségek vizsgalata a
patomechanizmus jobb megértése mellett 0 diagnosztikai eljarasok és terapias

lehetdségek Kifejlesztéséhez is hozzajarulhat.

A DH egy kronikus holyagos borbetegség, ahol a dermalis papillak csticsan lerakodo
granularis immunoglobulin A ¢és epidermalis transzglutamindz (TG3) oldhatatlan
csapadékot képez. A betegek egy részénél a bortiinetekkel parhuzamosan latens, vagy
manifeszt GSE van jelen.}%? Régota feltételezik, hogy a papillaris IgA a bélrendszerbdl
szarmazik.®® 2002-ben Sardy és munkatarsai azonositottak a dermaélis IgA
autoantigénjét, a TG3-at, és leirtak, hogy a TG3 és az IgA kolokalizalodik!!, amit

késébb Donaldson és munkatérsai is meregdsitettek.'%?

Mig a TG3 egérben tobb szdvetben is kimutathato®™, a human expressziot csak a bérben,
szortiiszében, vesében és kiilonbozé tumor sejtvonalakon vizsgaltak!h 16 51 lletve a
TG3 peptidet a keringésben is kimutattak.>® Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a human
TG3 extracutdn szovetekben is megtaldlhatd, a bélrendszerben eddig nem sikeriilt

kimutatni.

62



A TG3 egészséges borben az epidermis legfelsd rétegeiben talalhatd, és a CE és a
bérbarrier kialakitdsaban van szerepe®, a papillaris dermis teriiletén nem lehet
kimutatni.'* A papillaris dermis teriiletén megfigyelhetd, TG3-lgA immunkomplex

eredete egyeldre nem tisztazott.

A kozelmultban olyan elmélet is sziiletett, mely szerint a TG3 az epidermalis
keratinocytakbol szarmazik, €s az epidermisbdl diffundal a papillaris dermisbe a
bazalmembranon keresztiil, létrehozva a papillaris dermisben a DH-ra jellemzd

depozitumokat a keringd TG3 elleni antitestekkel.%% 2%

Feltételezésiink szerint keringd TG3-IgA immunkomplexek rakodnak le a dermalis
papillak cstucsan 1évo kapillarisokban, 1étrehozva a subepidermalis holyagképzddést, és
a jellegzetes klinikai képet. Bar a DH tobb klinikai és patoldgiai jellemzdje is arra utal,
hogy keringé immunkomplexek szerepet jatszanak a bortiinetek kialakitdsdban, keringd

TG3-IgA immunkomplexeket korabban nem sikeriilt azonositani.

A gondolat, hogy a DH egy immunkomplex betegség, mar évtizedekkel ezel6tt
felmeriilt.1% 22° DH esetében a klasszikus autoimmun bullosisokkal ellentétben a
keringd autoantitestek nem kotddnek a bor strukturalis elemeihez, ezzel azt sugallva,
hogy a keringd antitestek nem direkt a dermalis ECM ellen termelddnek, és hogy a

dermisben 1év6 IgA-TG3 aggregatumok valdjaban immunkomplexek.

A papillaris dermisben az IgA csapadéknak megfelelden, korabban ultrastrukturalis
vizsgalatokkal kimutatott amorph csomdk, ,,DH testek” is immunkomplexek jelenlétét
vetették fel.'*? Egy korabbi vizsgalat soran DH-s betegek veséjében IgA és C3 pozitiv
glomerularis festddést talaltak (nephropathidra utald eltérés nem volt), ami alapjan
felmertilt, hogy immunkomplexek jelen lehetnek a keringésben, és megakadhatnak a

kiilénboz6 szervekben.'®” De leirtak coelidkiahoz és DH-hoz tarsuld IgA nephropathiat
iS.lgB

Az immunkomplex tedriat tdmogatta az is, hogy DH-ban és coelidkidban is leirtak

kordbban hypokomplementaemiat??’, és DH-ban HLA-B8 hordozissal osszefiigd
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gyengiilt RES funkciét talaltak, ami az immunkomplex clearence zavardhoz vezethet.!*

Preisz és munkatarsai a boér viszgalata soran kezeletlen DH-s betegek 64%-anal
figyeltek meg szignifikans érfestddést a dermisben, 92%-uknal a festddés kizarolag a
papillaris dermis kis ereiben volt kimutathat6, 8%-uknal subpapilldrisan is talaltak 1gA
¢s C3 pozitiv érfestddést DIF vizsgalattal. Kettés immunfluoreszcens technikéat
alkalmazva az IgA és a TG3 kolokalizacigjat irtdk le a papillaris granulumokban és az
¢érfalakban egyarant. A dermisben sem TG2, sem TGI festédést nem észletek. Az
eredmény egyrészt a TG3 szerepét hangsulyozza a DH patogenezisében, a bortlinetek
kialakitasaban, masrészt aldtdmasztja azt a hipotézist, mely szerint a DH
patogenezisében a keringd, majd a kis erek falaban lerak6dé TG3-IgA

immunkomplexek jatszanak szerepet.1%

Vizsgalataink soran sikertlt kifejleszteniink egy olyan szendvics ELISA mddszert, ami
lehetévé tette DH-ban a keringd TG3-IgA immunkomplexek kimutatdsat é&s
szemikvantitativ meghatarozasat vérmintakbol. Kimutattuk, hogy a TG3 ellenanyagok
nem csak szabadon, hanem immunkomplexek forméjaban is jelen Ilehetnek a
keringésben. Az alkalmazott moddszerrel szignifikdnsan magasabb TG3-1gA
immunkomplex szinteket detektaltunk kezeletlen DH-s csoportban, mint az egészséges
csoportban. Fontos kiemelni, hogy a TG3-1gA immunkomplex szintek sem pemphigus
vulgarisban, egy klasszikus autoimmun bullosisban, sem SLE-ben, egy immunkomplex
asszocialt korképben nem voltak szignifikansan magasabbak az egészséges kontroll
személyekhez képest. A kontroll csoportok kozott nem talaltunk szginifikans eltérést

(12. abra).

Tovabba kimutattuk, hogy a keringé TG3-IgA immunkomplexek szintje GMD alatt
csokken, az immunkomplexek szintje glutén dependensen valtozik.

Glutén szenzitiv enteropathidban leirnak olyan IgA antitesteket, melyek kozonséges
taplalkozasi antigének, (pl.: ovalbumin, tejtermékek alkotoelemei) ellen termelddnek??
229 ezért az ELISA moédszer kialakitasa soran vizsgaltuk, hogy a BSA blokkolas
befolyasolja-e az abszorbanciat. A BSA-val blokkolt csoport értékei nem kiilonboztek
szignifikansan attél a csoporttol, ahol a blokkolasi 1épést elhagytuk, ezért egyéb
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aspecifikus reakciok kivédésére vizsgalataink soran lege artis BSA blokkolast
alkalmaztunk (11. abra).

Azt tapasztaltuk, hogy néhany, di¢ta mellett tiinetmentes DH-S betegnél is
kimutathatéak maradtak az immunkomplexek (3. tablazat), ami nem meglepd, hiszen
az IgG és IgA komlexek méas immunkomplex betegségben is akar évekkel a teljes
remisszié utdn kimutathatok maradhatnak.?®® Az ellenanyag és az immunkomplex
szintje nem feltétleniil korrelal egymassal, keringé TG3-IgA immunkomplexek olyan
pacienseknél is detektaltunk, akik a kozforgalomban 1évé TG3 elleni IgA ELISA-val
szeronegativak voltak (3. tablazat). Az 0j szendvics ELISA modszernek a DH
diagnosztikdjdban is jelent0sége lehet azokndl a pacienseknél, akik anti-TG3 IgA
ellenanyag negativak, ¢és csak TG3-IgA immunkomplexeket lehet kimutatni a
keringésiikben. Tovabbi glutén szenzitiv betegségekben 1is fontos lenne az

immunkomplexek vizsgalata (coelidkia, glutén szenzitiv neuropathia/ataxia).

Sardy és munkatarsai korabban azt is kimutattak, hogy bar coelidkiaban is jelen vannak
TG3 elleni antitestek, DH-ban az antitestek nagy aviditasuak és affinitastak. A TG2 és
a TG3 szignifikans homoldgiat mutat, féleg az ezimatikailag aktiv doménben, igy

keresztreakci6 kialakulasa a két molekula ellenanyagaival nem meglepd.t!

A TG2 azon képessége, hogy a glutént megkdsse, majd a gliadin frakciojat deamidalja,
elengedhetetlen a TG2 elleni antitestek termelddéséhez. A TG3 ugyanezt kevésbé
effektiven végzi, ez lehet az eltéré autoantitest valasz oka.®! Még mindig nem
tisztazott, hogy a nagy affinitasi és aviditdsu TG3 antitestek epitdp spreading
mechanizmus kovetkeztében, vagy direkt a TG3 antigén ellen termelddnek, hiszen a

TG3-at a bélben még nem sikeriilt kimutatni.'®®

A TG2, a TG3 és a TG6 génje is a 20-as kromoszéman talalhatd. Mindhédrom fehérje a
glutén-indukalta autoimunitds célfehérjéje lehet IgA tipusti autoantitestek képzddésén
keresztiil, melyek coelidkia esetében a bélben (TG2), DH esetében a bdrben (TG3),
glutén ataxia/neuropathia esetén a KIR-ben rakddnak le (TG6). Tovabba mindharom

enzim képes kotni és deamidalni a gliadint, bar eltérd specificitassal.?®!
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Erdekes, hogy a TG3 és az IgA tiinetmentes betegeknél évekkel a GMD utan is
kimutathat6 a bérben.%31% Ennek oka valosziniileg az immunkomplex szoros ktédése
az extracellularis matrixhoz a papillaris dermisben. Taylor és munkatarsai a
kozelmultban publikaltdk, hogy a TG3 megorzi enzimatikus aktivitdsat a dermalis
immunkomplexen belill, ami magyardzza a hosszu ideig megmarado, irreverzibilisen
kotott IgA precipititumot a borben.’®® Ismételt glutén fogyasztas mellett az IgA

precipititum Gjra, egy éven beliil megjelenhet.'8

Habér a koros IgA festddést tiinetmentes DH-S borteriileten is ki lehet mutatni, mégis
tipusos predilekciés helyeken jonnek 1étre a klinikai tiinetek, ezért azt feltételezziik,
hogy a tiinetek kialakulasahoz egyéb helyi tényezok is sziikségesek.®? Elképzelhetd,
hogy a TG3 mechanikai hatasra aktivalodik, hasonldan, mint a TG2 az érfalban.?®? Ez
fibrinogén  felszabaduldshoz!®®, alvadisi faktorok és gyulladdsos fehérjék

crer

akkumul4ciojahoz vezethet, létrehozva a klinikai tiineteket.?%% 233

Ma elfogadott, hogy sokszor a nem is diagnosztizalt, latens, szubklinikus coelidkia a
DH kialakulasanak bazisa. Ezt aldtdmasztja az a finn prospektiv vizsgalat, mely soran
kezeletlen, vagy diétazo coelidkias betegeket kovettek, és a kdvetés soran a betegek 4%-
anal DH alakult ki, féként olyan betegeknél, akik a GMD-t nem tartottdk be
megfeleléen.?®* Emellett szol az is, hogy a DH incidencidja a 90-es évektol
folyamatosan csdkken, ezzel parhuzamosan a coelidkia incidencia jelentdésen nd,
melynek oka a coelidkia korai, sokszor latens/szubklinikus/néma stadiumban torténd
felismerése, igy a DH kialakuldsanak lehetSsége Kisebb.!® Gyermekkorban a DH

rendkiviil ritka, és a TG3 antitest titer meglehetdsen alacsony.!’

A keringé immunkomplexek jelenlétének vizsgalata nem egyszerii. Bar egyéb technikdk
is rendelkezésre allnak, mint példdul immunprecipitacié vagy immunoblot kiilonb6z6
TG3 ¢és TG2 ellenanyagokat felhasznélasaval, a transzglutamindz immunkomplexek
kimutatasa glutén szenzitiv betegségekben, itt DH-ban, 0jdonsag. Az 1jonnan
kifejlesztett ELISA technikanak diagnosztikai jelentdsége is lehet olyan TG2 és TG3
ellenanyag negativ kezeletlen, vagy kezelt DH paciensek esetében, akiknél azonban a

keringd TG3-IgA immunkomplexeket ki lehet mutatni. Az, hogy a TG3-IgA
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immunkomplexek hol keletkeznek, és hogyan keriilnek a keringésbe tovabbra is

kérdéses, ennek tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A DH patomechanizmuséban a TG3 autoimmunitas kialakulasa valoszintileg a TG2 és a
TG3 kozotti epitope spreading mechanizmus Utjan néhany coeliakids paceinsnél keringd
TG3-IgA immunkomplexek kailakuldsdhoz vezet, 1étrehozva a jellegzetes klinikai

tiineteket, de a glutén-indukalt kozvetlen TG3 autoimmunitas sem Kizarhato.

6.2. A fibrinolitikus potencial és a fibrin szerkezeti vizsgalata

Vizsgalataink sordn DH-S betegek plazma és szérum mintdit elemeztiik a fibrinhalo
keletkezési és oldodasi képessége szempontjabol, és csdkkent fibrinolitikus potencialt
¢észleltink, ami legalabb részben a pasztdzod elektronmikroszkopiaval igazolt
megvaltozott fibrinszerkezettel magyarazhatdé. A fibrinolitikus eltérések a DH-ban
tiineti terapiaként alkalmazott dapson hatisara in vitro mérsékelten, de szignifikans

mértékben javultak, reverzibilisek voltak.

Egy kordbbi megfigyelésiink alapjan, mely szerint kezeletlen DH-s paciensek

plazméjdban varatlanul magas a cyrofibrinogenémia eléforduldsa®%

, patologids
fibrinogen-fibrin atalakulast, illetve fibrinolizist feltételeztiink. A fibrinolizis vizsgalatat
azért is tartottuk indokoltnak, mert tobb kutatocsoport is kimutatott extravasculdris
fibrinogén-fibrin depozitumokat a papillaris dermis teriiletén az IgA precipitatumnak
megfeleld lokalizacioban, melyek jellemzdek a korképre, és mar a holyagképzdodeés

korai stadiumaban, az IgA és a neutrophil microabscessus megjelenése eldtt

kimutathatoak,201-204

Korabban in vivo autoldég szérum beadasaval 1étre tudtdk hozni a DH-ra jellemzd
bortiineteket, ugyenez heparinnal, vagy e-aminokapronsavval el6kezelt plazméaval mar
nem volt provokalhat6.?® Néhany korabbi tanulmanyban beszdmolnak arrél, hogy a
heparin kezelés Onmagaban, ¢és egyéb szerekkel kombindlva is hatasos sulyos,
disszeminalt dermatitis herpetiformisban szenvedd pacienseknél.?%® 210 A terapias hatas

mogotti pontos mechanizmus ismeretlen maradt.
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Vizsgalatunk soran a fibrin kialakulasat, szerkezetét és a lizissel szembeni ellenallosagat
elemeztik DH-s betegeknél (kezeletlen, vagy diétazo és/vagy dapsonnal kezelt
pacienseknél egyarant). A tPA-indukalta turbiditas alapt fibrinolizis vizsgalat a fibrin
keletkezésének ¢€s lebontasanak kinetikajardl, valamint a fibrin szerkezetérél ad
informéciot. A vizsgalt plazma és szérum mintdk a folyamathoz sziikséges sajat,
esszencialis komponensei (fibrinogén a jarulékos plazma proteinekkel, proteaz
inhibitorokkal, plazminogénnel) endogén eredetiick voltak. Exogén forrasbol kizardlag
az alvadas ¢és a lizis legfobb triggereit, a trombint €s a tPA-t adtuk hozza a rendszerhez,

ezaltal az eredmények a plazma globalis fibrinolitikus potencialjat jellemzik.

A plazmaban mért lizis id6k median értékei kezeletlen DH-s betegeknél tobb, mint
haromszor hosszabbak voltak, mint az egészségeseknél mért értékek, mely
egyértelmiien csokkent fibrinolitikus potencialt jelez. A vizsgalat sordn kapott masik
adat (maximalis turbiditds, Asaomax) a fibrin szerkezetét jellemzd paraméter.??? 223 Ezen
értékek majdnem kétszeres novekedését figyeltik meg kezeletlen DH-s betegek
plazméjdban, ami megvaltozott fibrinszerkezetre wutalt, ez utdbbit pasztdzo
elektronmikroszkopiaval —sikeriilt igazolnunk. Pasztazoé elektronmikroszkopiaval
vastagabb atmérdju fibrinrostokat igazoltunk kezeletlen DH-s betegeknél (20. abra). A
fibrinszerkezet valtozdsa Onmagaban is megndvekedett fibrinolitikus rezisztenciat,
csokkent fibrinolitikus potencialt eredményezhet, hasonldéan a neutrophil granulocytdk
DNS és hiszton kibocsatasahoz, melyet Kolev és munkatarsai a kozelmultban
publikaltak, és ami szintén a fibrinszalak megvastagodasat okozza, illetve gatolja a tPA-
indukalta fibrinolizist. A DH-ban észlelt valtozasok leginkdbb a neutrophil granulocytak

hiszton hatdséra hasonlitanak.?!> 2%

A fibrin szerkezetet és a fibrinolitikus potencialt pemphigus vulgarisban, egy klasszikus
autoimmun bullosisban szenvedd paciensek plazma mintaiban is megvizsgaltuk, de a
DH-ban jellemzd eltéréseket nem észleltiik, a fibrinolitikus potencial nem kiilonbozott
szignifikansan az egészséges kontroll csoportban kapott értékektdl. Ez természetesen
nem zarja ki, hogy hasonl6 fibrinolitikus eltérések mas autoimmun bullosisok esetében

is fennallhatnak.
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Amikor a plazmaban az alvadék kialakul, a fibrinogén asszocidlt proteinek széles
spektruma beépiil, eziltal az alvadék részét képezi.”® A magas prevalencidji
cryofibrinogenaemia DH-ban?® felveti annak a lehetdségét, hogy a megvaltozott
fibrinszerkezet €s a fibrinolitikus profil hatterében egy, a kering6 fibrinogénhez kotddo
faktor all. A hipotézisiinket alatamasztjak azok az eredmények, amelyeket a plazma
mintakkal egyiddben levett szérum mintak vizsgalata soran kaptunk. Ekkor a betegek
sajat fibrinogénjét (és a hozza kotédo proteineket) eltavolitottuk a rendszerbdl, majd
tisztitott human fibrinogénnel helyettesitettiik. Ezekben az esetekben a DH-s betegek
alvadékainak fibrinolitikus tulajdonsédgai mar nem kiilonboztek az egészséges kontroll

személyekétdl (15., 18., 19. abra).

Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a csdkkent fibrinolitikus potencial és a
megvaltozott fibrin szerkezet szerepet jatszhat a DH patomechanizmusdban, a
bortiinetek kialakitdsaban, alatdmasztva azokat a kordbbi megfigyeléseket, amelyek a
haemosztazis egyenstlyanak felborulasat Osszefiiggésbe hoztak a  boértiinetek
megjelenésével. Ezek az adatok a korabban sikeresen alkalmazott antikoagulalds terapia

hatékonysaganak hatterére is ravilagithatnak.

DH-ban a leggyakrabban hasznalt szisztémas tiineti terapia a dapson. A fibrinolizisre és
a fibrin szerkezetre gyakorolt kedvez6 hatasa, amit vizsgalataink soran igazoltunk, egy
0ij terapias aspektust jelenthet az eddig feltételezett hatdsmechanizmusok mellett.!%!
Emellett magyardzna a dapson terapias hatékonysagat a kiilonb6z6 cyrofibrinogenaemia

asszocialt korképekben?’ és a kiilonbozé vasculitis formakban. 28

A megvaltozott fibrinolitikus folyamatok egyéb autoimmun hdlyagos korképek
esetében is ismertek, aktiv bullosus pemphigoidban szintén csokkent fibrinolitikus
potencialt mutattak ki, ami szisztémds kortikoszteroid kezelés mellett
normalizalédott.?®® DH pacienseknél korabban szignifikdnsan alacsonyabb urokiniz
plazminogén aktivator, plazminogén szintet, antiplazmin aktivitdst és magasabb
plazminogén aktivator inhibitor-1 és plazmin—az-antiplazmin komplex szinteket talaltak
plazmaban.?®® A fibrinolitikus faktorok szintjének véltozasa (emelkedett PAI-1,

alacsonyabb plazminogén) valésziniileg a fennallé gyulladasnak koszonhetd, €s ezek a
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valtozasok szintén csokkent fibrinolizishez vezethetnek a megvaltozott fibrinszerkezet

litikus kovetkezményei mellett.

Airola és munkatarsai DH-s borben a hélyagképzodésnek megfeleld lokalizaciéban a
matrix metalloprotedzok mellett fokozott urokinaz plazminogén aktivaitor mRNS
expressziot irtak le a bazalis keratinocytakban.?*! A csokkent szisztémas fibrinolitikus
hattér mellett az urokinaz lokalis kifejezodése alternativ célpontok felé tereli a plazmin
rendszert, a metalloproteazok aktivalasan keresztiil az ECM gyulladasos atalakulésat

eredményezheti.?*?

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy csokkent fibrinolitikus potencialt és megvaltozott
fibrin szerkezetet észleltiink kezeletlen DH-s betegeknél. A kimutatott valtozasok
dapson hatdsara részben reverzibilisek voltak. Az aktiv, tiinetes pacienseknél észlelt
szerkezeti és fibrinolitikus eltérések, melyek tiinetmentes allapotban nem voltak jelen,
arra utalnak, hogy a fibrin(ogén) turnover szerepet jatszik a DH patomechanizmuséaban.
A fibrin és a cryofibrinogén szerepének tovabbi vizsgélata a bortiinetek kialakitasaban

Uj terapias utakat jelezhet DH-ban.
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7. Kovetkeztetések

1. Elséként azonositottunk keringd TG3-IgA immunkomplexeket egy sajat fejlesztésii
szemikvantitativ. ELISA modszer segitségével DH-ban, ami aldtdmasztja a
hipotézisiinket, mely szerint a DH egy immunkomplex betegség, ahol a keringd, majd a
dermalis papilldk csucsan precipitalodd TG3-IgA immunkomplexek felelések a

bortiinetek kialakitasaért.

2. Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy az anti-TG3 IgA ellenanyag szintek és a kering6
TG3-IgA immunkomplex értékek nem mutatnak szignifikans korrelaciot sem a
kezeletlen DH csoportban, sem GMD alatt, értékiik ugyanannal a betegnél kiilonb6zo
lehet. A keringd TG3-IgA immunkomplex mennyisége szignifikansan csokken
remisszioban, GMD mellett, és szintje glutén dependensen valtozik. A TG3-IgA
immunkomplexek jelen lehetnek a keringésben olyan esetben is, amikor keringd TG3

ellenanyag nem mutathato ki.

3. Kezeletlen DH-s betegek plazma alvadékaiban a tPA-indukalta lizis szignifikansan
lassabb volt egészséges kontroll csoporthoz képest, azaz csdkkent fibrinolitikus

potencialt, gatolt szisztémas fibrinolizist igazoltunk.

4. A csokkent fibrinolitikus  potencidl legalabb  részben a  pasztazd

elektronmikroszkopiaval igazolt megvaltozott fibriszerkezetre vezethetd vissza.
5. A dapson in vitro kis mértékben, de szignifikansan javitotta a fibrinolitikus potencialt

¢és a fibrin szerkezetét, hatasara az egészségesekhez hasonlo értékeket kaptunk. Ez a

hatés hozzajarulhat a terapids hatékonysagéhoz.
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8. Osszefoglalas

A dermatitis herpetiformis (DH) egy autoimmun hoélyagos korkép, ami latens, vagy
néma glutén szenzitiv enteropathidhoz tarsul. A dermalis papillak csucsan lerakodo
IgA-TG3 precipitaitum jellemzi, mely a bérben oldhatatlan csapadékot képez. A TG3 az
epidermis legfelso részében expresszalodik, €s a papillaris dermisben egészséges borben
nem fordul el6. A papillaris TG3-IgA eredete DH-ban a mai napig tisztazatlan. Bar
szamos adat szol amellett, hogy a DH egy immunkomplex betegség, a korképben
mindeddig keringd TG3-IgA immunkomplexeket nem sikeriilt azonositani.
Vizsgalatunk soran célul tliztiik ki keringd TG3-IgA immunkomplexek kimutatasat egy
sajat fejlesztésti szemikvantitativ ELISA modszer segitségével. Els6ként azonositottunk
keringé TG3-IgA immunkomplexeket DH-ban, ami alatamasztja a hipotézisiinket, mely
szerint a DH egy olyan glutén indukalta autoimmun holyagos betegség, ahol a keringd,
majd a dermalis papilldk cstcsan precipitaloddé TG3-IgA immunkomplexek felelések a
bortiinetek kialakitasaért. Az anti-TG3 IgA ellenanyag szintek és a keringé TG3-IgA
immunkomplex értékek kozott nem talaltunk szignifikans korrelaciot. Igazoltuk, hogy a
keringd TG3-IgA immunkomplex mennyisége glutén dependensen valtozik és jelen
lehet a keringésben olyan esetben is, amikor keringé TG3 ellenanyag nem mutathato ki.
A kozelmultban magas prevalenciaju cryofibrinogenaemiat igazoltunk kezeletlen DH-s
betegeknél, valamint régota ismert, hogy a dermdlis IgA-TG3 precipitatum
kolokalizalédik fibrinnel és fibrinogénnel. Mindezek, valamint a klinikai tiinetek
(acralis purpurak) alapjan a patomechanizmus tovabbi vizsgalata soran célul tiiztiik ki a
fibrinolitikus potencidl és a fibrin szerkezetének vizsgalatit. A kezeletlen DH-S
betegeknél szignifikansan hosszabb lizis 1d6t, és magasabb maximalis turbiditast,
csokkent fibrinolitikus potencidlt igazoltunk turbidimetrids lizis vizsgalattal, ami
részben a megvaltozott fibrin szerkezettel fiigg Ossze, amit pasztdzod
elektronmikroszkopiaval igazoltunk. A dapson kedvezden befolyasolta a megvaltozott
fibrin szerkezetet ¢és fibrinolitikus kapacitdst és ez a hatds része lehet terapias
hatékonysaganak. Az aktiv, tiinetes pacienseknél észlelt fibrinolitikus plazma eltérések,
¢és ezzel parhuzamosan a terdpia mellett, tliinetmentes allapotban észlelt reverzibilis
szerkezeti és fibrinolitikus paraméterek arra utalnak, hogy a fibrin(ogén) turnover

szerepet jatszik a DH patomechanizmuséban.
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9. Summary

Dermatitis herpetiformis (DH) is an autoimmune blistering disease, which develops in a
subpopulation of patients with silent or latent gluten sensitive enteropathy. It is
characterized by IgA and TG3 deposition in the papillary dermis, where IgA and TG3
together form insoluble aggregates. TG3 is expressed in the uppermost epidermis but it
was not detected in the normal papillary dermis. The origin of papillary TG3-IgA
deposits in DH skin is still unclear. Although several data indicate the role of immune
complexes in the cutaneous pathology, circulating TG3-1gA immune complexes were
never identified in patients with DH. In this study, our aim was to detect circulating
TG3-1gA immune complexes in DH. We developed a sandwich ELISA that made
detection and semi-quantification of TG3-IgA immune complexes possible, that support
our hypothesis that DH is a gluten induced autoimmune blistering disease, where
circulating and precipitated TG3-IgA immune complexes in the papillary dermis are
responsible for the development of skin symptoms. We did not find a significant
correlation between the anti-TG3 antibody levels and the TG3-IgA immune complex
values. We proved that the level of the TG3-IgA immune complexes are affected by
gluten and can be present in the circulation in the absence of TG3 antibodies.

Recently, we observed a high prevalence of cryofibrinogenaemia in plasma of untreated
DH patients, and the IgA and TG3 deposits in the papillary dermis were found to co-
localize with fibrin and fibrinogen. Based on these data and the clinical symptoms (acral
purpura) we decided to investigate the fibrinolytic potential and the fibrin structure in
DH. We found a significantly prolonged lysis time and a higher maximal turbidity, a
decreased fibrinolytic profile by a turbidimetric lysis assay in untreated DH patients,
which is partly linked to the altered fibrin structure demonstrated by scanning electron
microscopy. We could confirmed that dapsone drug had a favorable effect to the
modified clot structure and fibrinolytic profile, and we proposed that this could be part
of its therapeutic potential. The association of active symptomatic skin disease with
fibrinolytic abnormalities in plasma and the parallel normalization of skin symptoms
and clot properties under efficient therapy suggest that fibrin(ogen) turnover is involved

in the pathomechanism of DH.
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szakmai segitségét és Balint Krisztiannak a pasztazo elektronmikroszkdpos felvételek

kiértékelésénél nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Harsing Judit adjunktus asszonynak és Dr. Kuroli

Enikének a szovettani metszetek leletezéséért és a szovettani fotd elkészitéséért.
Koszonom szépen Dr. Hidvégi Bernadett és Dr. Medvecz Marta adjunktus
asszonyoknak, Dr. Sillo Palmanak, Dr. Szakonyi Jozsef féorvos trnak, és valamennyi

kollégamnak, akik betegeiket hozzam iranyitottak, ezzel a munkamat segitették.

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani és
Bdronkologiai Klinikdn valamennyi kollégamnak, aki munkdmat valamilyen formédban

segitette.

Ko6szonom a pacienseknek, hogy beleegyeztek a vizsgalatokba.

Végiil szeretném megkdszonni a csaladomnak a szeretetiiket, tamogatasukat és

biztatasukat.

A dolgozat az OTKA 112612 és NN114460 szamu palyazata és a Nékam

Alapitvany tdmogatasaval késziilt.
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