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1. Szénhidrat specifikus antitestek vizsgalata

(B Gyérgy, L Téthfalusi , G Nagy, M Paszt6i, M Mazan, Z Lérinc, A Polgér, B Rojkovich, I Ujfalussy, G Poor,
P Géher, P Pdcza, Z Wiener, A Falus, E | Buzas Natural autoantibodies reactive with glycosaminoglycans in
rheumatoid arthritis. Kézlésre bekildve)

Bar a kering6 ellenanyagok tulnyomo része természetes autoantitest, mely a mind szélesebb
korben terdpidsan alkalmazott IVIG (intravénas immunglobulin) készitményekben is
megtalalhatd, a természetes autoantitesteket napjainkban kevés figyelem Kiséri, és funkciéjuk
sem tisztdzott teljes mértékben. Jelen szénhidrat-ellenes autoantitestekre iranyuld
vizsgalatainkat az inspirdlta, hogy a poszttranszlacios fehérjemddositasok jelentésege
mindinkabb egyértelmiivé valik, illetéleg, hogy a glikobioldgia fejlédése ugrasszerii az elmuilt
id6szakban. Munkank soran szisztematikusan vizsgaltuk a glukézaminoglikdnokkal (a
proteoglikanok szénhidrat komponenseivel) reagédld antitesteket kontroll személyekben és
rheumatoid arthritisben szenved6 betegekben. A gliik6zaminoglikanok a degradalodo porchol
igen jelentés mennyiségben szabadulnak fel, ezaltal a porc elveszti rugalmassdgéat, és az
izuleteket ér6 napi terhelés és nyiréerok kovetkeztében a felpuhult porc ,lekopik” az
izfelszinekrol.

A glikdézaminoglikdnokkal reagald antitestek vizsgalatara specialis rendszert kellett
alkalmaznunk, hiszen a szénhidratok igen gyengén kdtédnek a hagyoményos polisztirén
ELISA lemezek felszinéhez. Ezt a problémat siker(lt athidalnunk a Covalink ELISA rendszer
alkalmazésaval, mely rendszerben 2nm spacer karon keresztiil kovalensen kotottik a vizsgalt
6, kulonbozé glukézaminoglikant (kondroitin szulfat A-, B- és C-t, keratan szulféatot,
hialuronsavat és heparan szulfatot) a lemez felszinéhez. Igy a szénhidratok eredeti
konformacioban hozzaférhetéek voltak antitestek szamara.

Munkénk sordn 66 rheumatoid arthritises beteg, 11 koldokzsinor vérminta és 54 felnott
kontroll személy szérumaban hataroztuk meg a kilénb6zé glikézaminoglikanokkal reagald
antitestek szintjét. Vizsgaltuk a glukozaminoglikan-specifikus antitestek bakteridlis
peptidoglikanokkal és gomba eredetii poliszacharid antigénnel valo keresztreakcidjat.

Annak érdekében, hogy pontosabb informaciéhoz jussunk a glik6zaminoglikanokkal reagalo
antitestek epitop felismerésére vonatkozoan, GlycoChip szénhidréat arrayt alkalmaztunk.
Tekintettel arra, hogy az egyes glikozaminoglikanokkal reagéléd antitestek szintje kozt igen
jelentés korrelacio allt fenn, annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy tekinthetk-e a
glikézaminoglikanokkal reagdld antitestek betegség- vagy betegségstadium markernek,
tobblépcsos statisztikai elemzéses stratégiat kellett valasztanunk (Harrell mddszerét kovetve).
Mig a glikdzaminoglikdnokkal reagald antitestek hidnyoztak a koldokzsinor verszérumbol,
addig igen nagy (toébb szaz pg-os) mennyiségben voltak jelen a felnétt kontroll szemeélyek
széruméban. Rheumatoid arthritisben szintjik szignifikdnsan emelkedettnek bizonyult a
feln6tt kontrollokéhoz képest is (p<0.001) és mennyiségiik elérte a mg/ml-es nagysagrendet.
Az anti-glikozaminoglikan antitest szintek egymassal igen erésen korreldltak (kiléndsen az
IgM tipusu ellenanyagok esetében mutatkozott igen erés pozitiv korrelacid). Emellett a
glikozaminoglikan elleni antitestek keresztreagaltak bakterialis peptidoglikanokkal és gomba
eredett poliszacharidokkal is. A rheumatoid arthritises szérumok gyenge ioncserélé gyantaval
tortént eldinkubacioja szinte teljesen meggatolta a kesébbi glikozaminoglikanhoz valo



kotodést, igazolva, hogy a fenti antitestek polianion karakterii epitopokhoz koétédnek
elsédlegesen.
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A glikozaminoglikanokkal reagalé antitestek korrelacios matrixa

Minden esetben az antitest mennyiségek logaritmuséat abrazoltuk egymassal szemben. Jol
megfigyelheté (elsésorban az IgM antitestek esetében) az igen erés korrelacio az egyes
antitestek kdzott. A fenti megfigyelést részletes statisztikai elemzés tAmasztja ala, a
legalacsonyabb korrelacios koefficiens érték a glik6zaminoglikanokkal reagélé IgM

antitestek esetében 0.86 volt. A koncentraciokat ug/mL-ben fejeztik Ki.
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Az anti-kondroitin szulfat C (CSC) IgM koncentracidk a kontrollokban és a rheumatoid
arthritises betegekben

A. Az anti-CSC IgM koncentracio logaritmusat abrézoltuk. A téglalapokon belil taldlhato
vonalak a median értékeket jel6lik. A teglalapok a 25 és 75 percentil k6zotti tartomanyt
jelolik. A fligg6leges szakaszok vége a minimum és maximum értékeket jelzik, kivéve azokat
az eseteket, amikor az értékek kivul estek a 1.5 —szeres interkvartilis tartomanynak. A
kontroll és rheumatoid arthritises csoportok kdzotti kiilénbség statisztikailag szignifikans (p
<0. 02, F-test).

B: Az anti-CSC IgM koncentracidk kontrollokban és a DAS 28 score érték alapjan
sztratifikalt rheumatoid arthritises csoportban. A DAS1 csoportba tartozé betegek (DAS28
score <3.2), szignifikansan magasabb anti-CSC IgM koncentracioval rendelkeztek, mint a
kontrollok és a DAS 2 (DAS28 score 3.2 - 5.0) és DAS 3 (DAS28 score > 5.1) csoportha
tartoz6 betegek (p<0.05, post-hoc Tukey test). Eredményeink alapjan a kondroitin szulfat C-
vel reagalo IgM antitest nem betegség-, hanem betegség stadium marker rheumatoid
arthritisben.

C: A C-reactive protein (CRP) szintek alakulasa a rheumatoid arthritises betegekben a DAS
score flggvényében. A fliggéleges tengelyen CRP koncentracid logaritmusa lathat6. Csak a
DAS 1 és 3 csoportba tartozok kozatt talaltunk szignifikans kilonbséget (p< 0.05, post-hoc
Tukey test).

D: Az anti-CSC IgM koncentraciok alakulasa a kontrollokban és a rheumatoid arthritisben
szenvedé betegekben, akiket a CRP értékek szerint sztratifikaltunk harom alcsoportba.

Az anti-CSC IgM szint csokken a CRP koncentracio ndvekedésével; az alacsony és a magas
CRP értékia csoport kozti kiilonbseg statisztikailag szignifikans (p<0.05, post-hoc Tukey test).
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Egyeni szénhidrat felismerési mintazatok

Az antigéneket a vizszintes tengelyen tlintettik fel konszenzus nomenklaturat alkalmazva (az
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) iranyelvei szerint). Minden
egyes jel kilén mintahoz tartoz6 fluoreszcencia intenzitast jel6l. A: RA szérum mintak, B:
RA synovialis folyadék mintak, C: felnétt kontroll szérum mintak.



A glikézaminoglikdnnal reagald antitestek hyalinporc alapallomanyhoz vald
kotédésének igazolasa

A: rheumatoid arthritises szérum antitestek porchoz valokotédese. B: A kétédés gatolhato volt
a szérum kondroitin szulfat C-vel valo eldinkub&cidjaval (2 mg/ml) és C: 4 mg/ml kondroitin
szulfat C-vel valo eléinkubacio révén. 100x nagyitas

Munkank legjelentésebb eredmenye, hogy rheumatoid arthritisben a kondroitin szulfat C-vel
reagald IgM tipust ellenanyagok mennyisége a szérumban negativ korrelaciét mutatott a
betegség aktivitasat jelz6 DSA28 score ertékekkel, és hasonl6 mddon a szervezetben zajlé
gyulladast jelz6 CRP szintekkel.

Munkank f6 konkluzioja, hogy a rendkivil nagy mennyiségben eléforduld, erésen
keresztreaktiv, glik6zaminoglikan-specifikus természetes autoantitestek (elsésorban a
kondroitin szulfat C-vel reagal6é IgM) a rheumatoid arthritis Uj betegségaktivitas markerének
tekintheto.



2. GAG-arthritis indukcidja és vizsgalata

Glukozaminoglikan (pl. kondroitin szulfat B) és 5% AI(OH)3 szuszpenzidjaval végzett
hiperimmunizalassal BALB/c egérben 4/6 esetben periartikularis duzzanatot és gyulladasos
sejtes infiltraciot idéztink el6. Negativ korrelécidt talaltunk a kézelmultban leirt, feltehet6leg
gatlo funkcidju, Thl-specifikus fehérje, a Tim-3 csontvel6i expresszioja es a gyulladasos
tinetek kozott, mely szénhidrat (glikdzaminoglikan)-specifikus T sejtek szerepét
valdszindsiti vizsgalati rendszeriinkben

Glukozaminoglikanokkal (kondroitin szulfat B-vel, valamint heparinnal és keratan szulféttal)
hiperimmunizaltuk BALB/c egerek csoportjait. Az adjuvans kontroll csoporthoz keépest a
CD3+, a CD3+/CD8+, a CD3+/CD4+, a CD4+/CD25+high, a CD19/CD5- és a CD19/CD5+
lepsejtek aranyat illetéen nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget. A legmarkansabb
kilénbseg a glikozaminoglikannal hiperimmunizélt csoportokban a kontrollokhoz képest a
gamma/delta T sejtek ardnyanak jelentés csokkenése volt a lépben. A heparinnal illetéleg
keratan szulfattal immunizalt csoportban a kialakuld arthritis incidenciaja alacsonyabbnak
bizonyult, mint a kondroitin szulfat B-vel immunizalt csoportban.

3 Szénhidratspecifikus monoklonalis antitestek eléallitasa

Sikerrel izolaltunk a hiperimmunizalt egerekb6l kondroitin  szulfat A-val reagalo
monoklondlis antitestet termelé hybridoma klont (IgG1), azonban szénhidrat-specifikus T sejt
hibridomat nem sikertlt izolalnunk

4. Thymuson beltl ektopiasan expresszalodé fehérjek glikozilacidjanak a vizsgélata

Az egér aggrekan B’ loop-KS, KS-CS, CS-EFG, LB-LB domainjet kodolé exon-exon
hatarokra (Exon 10/Exon 11, Exon 11/Exonl2, Exon 12/Exonl13 és Exon 13/Exon 14)
tervezett primerekkel végzett RT-PCR reakcidkkal igazoltuk, hogy a thymusban térténé
ektopias aggrekéan expresszio soran a molekula legerésebben glikozilalt domainjei (keratan
szulfatban gazdag domain, kondroitin szulfatban gazdag domain) is kifejezédnek.
Ugyanakkor a thymocytak felszinén gluk6zaminoglikan-specifikus ellenanyagokkal nem vagy
alig volt kimutathato festodés.



5. Glikozilaciot befolyasolé gének expresszidjanak vizsgalata

( Pasztoi, G Nagy, P Géher, T Lakatos, K Toth, K Wellinger, P Pécza, K Paloczy, M Mercédesz, P Nyirkos, A,
Falus, El Buzas. Synovial fibroblasts secrete cartilage-degrading glycosidases in joint diseases. Kozlésre
elkuldve)

A glikozidaz enzimek hasitésa révén létrejové szénhidrét hasitasi termékek Toll like
receptorokhoz kétédhetnek, mint endogén vészjelek, arthritis kapcsan ismert médon
kidiffundalnak a degradalddé porchbdl, és kondroprotektiv funkcioval is rendelkeznek

Jelen munkank soréan szisztematikusan jellemeztiik a glikozidazok izileten belili
expresszidjat. Vizsgaltuk a B-D-hex6zaminidazt, (B-D-N-acetil-glikdzaminidaz/p-D-N-acetil-
galakt6zaminidaz), a béta-D-glukuronidazt, a hialuronidazt, a sperm adhesion moleculel-et és
a klotho enzimet rheumatoid arthritises és osteoarthritises synovidlis fibroblasztokban és
synovialis membran mintakban. Osszehasonlitasképpen a rheumatoid arthritisben hosszi ideje
megkulonboztetett figyelemmel Kitinaz-szerii human cartilage glycoprotein 39-et is
vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan az izlleti hex6zaminidaz elsédleges forrasa feltehetéleg a synovialis
fibroblaszt. Mind synovidlis fibroblasztokban, mind a synoviéalis membradn mintdkban a
legerésebb génexpresszid a HexA genre volt jellemzo, ezt kdvette csokkené sorrendben a
HexB, GusB gének expresszioja. A Hyall és KLOTHO expresszidja igen alacsonynak
bizonyult. Ezzel szemben a kitindz csaladba tartozé Hc-gp 39 expresszidja nagysagrendekkel
volt magasabb a vizsgalt glikozidaz génekénél. A sejt és szOveti homogenizatumokat a
hexdzaminidaz és glukuronidaz enzimek szignifikansan magasabb aktivitasa jellemezte, mint
a synovialis folyadékmintakat.

Végeredményben tehat a hex6zaminidaz bizonyult az izuletekben expresszalodo legfontosabb
glikozidaznak. A hex6zaminiddz N-acetil-glik6zamint glikdézamint hasit le a
szénhidratokbol. Ugyanakkor mas glikozidazokkal (melyek elsésorban az infiltrald
gyulladasos sejtek révén kerlilnek az iziilletekbe) alternalva hasitva jelentés mértékben
hozzajarulhat a porckarosodashoz. A TLR ligand oligoszacharid hasitasi terméket Iétrehozé
endoglikozidazok (pl. hialuronidaz) izulleten beliili expresszidja igen alacsony.
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Relativ génexpresszio
A: HC-gp 39
B: Hex A
C: Hex B
D: Gus B
E: Hyal 1
F: Klotho

A glikozidaz illetve glikozidaz-szerii molekulakat kodolé gének HGPRT-re vonatkoztatott
relativ expresszidja rheumatoid arthritises (RA) és osteoarthritises (OA) synovidlis fibroblaszt
sejttorzsek és synovialis membranok esetében.
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Enzimaktivitasok

A: N.acetil-glik6zaminidaz
B: N-acetil-galakt6zaminidaz
C: béta-D-glikuonidaz

Az N-acetil-glikdzaminidaz, az N-acetil-galakt6zaminidaz es a béta-D-glukuronidaz
aktivitasat mértik kromogén szubsztratok segitségével rheumatoid arthritises és
osteoarthritises eredetti synovialis fibroblaszt sejttérzsekben, synovialis membran mintak

esetében és synovialis folyadék mintakban.
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Lipofil fluorogén szubsztratok segitsegével kimutattuk az béta-glikuronidaz (GUS) és a N-
acetil glikdzaminidaz (NAG) aktivitasat rheumatoid arthritises és osteoarthritises eredetii
synovidlis fibroblaszt sejttérzsek tenyészetében.
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Lipofil fluorogen szubsztrat segitségével kimutattuk, hogy mind a rheumatoid arthritises,
mind az osteoarthritises fibroblaszt sejttorzsek tenyészetének felliluszéja tartalmaz sejt
eredetii, membrannal korilvett mikrovezikulumokhoz kotott béta-gliikuronidaz aktivitast.



6. A glikozilacié és az immunogenitas/autoantigén jelleg dsszefliggéseinek in silico
vizsgalata

(Szabo GT, Antal P, Palotai R, Tokatly I, Tothfalusi L, Falus A, Buzas E. In silico analysis reveals characteristic
changes in glycosylation of autoantigens, T cell epitopes and linear stretches of sequences shared by bacteria
and humans. Kézirat elgkésziiletben).

A leggyakoribb PTM mai ismereteink alapjan a glikozilacié. Egyelére csupan toredékes
informéacidk allnak rendelkezésre, arra vonatkozoan, hogy a glikozilacié puszta ténye,
fuggetlenil az oligoszacharid oldallanc szerkezetétdl, hogyan befolyasolja egy fehérje
immunologiai tulajdonsagait. A kérdés megvalaszolaséhoz a jelen munka bioinformatikai
megkdzelitési, nagy léptéki elemzéssel szeretne hozzajarulni. Egészen a kdzelmultig
lehetetlen lett volna sok ezer fehérje kozel szaz paraméterét vizsgalé munka Kivitelezése,
hiszen laboratériumi kortlmények kdzott mind az ezzel jard adat-, mind az anyagmennyiség
kezelhetetlen. Az 1990-es évek kdzepére azonban olyan nagy molekularis bioldgiai
ismeretanyag halmozddott fel, amelyet mar csupan az informatika eszkdztaranak segitségével
lehet hatékonyan kezelni. Ujabb I6kést adott az informatikai modszerek bioldgiai
alkalmazasanak a Human Genom Projekt (HGP), mely eredményeinek interpretacioja
elképzelhetetlen lenne bioinformatikai médszerek alkalmazasa nélkil. Nem véletlen, hogy
éppen a HGP sorén sziiletett meg a rendszerszemléletii bioldgia (system’s biology) fogalma
is. Az ezredforduld tajan jottek végul Iétre azok a nyilvanosan hozzéférhets, nagy elemszamu
és gondosan ellendrzott/frissitett adatbazisok, melyek igyekeztek az elsédleges adatbazisok
széles latokorét a masodlagos adatbazisok megbizhatosagaval egyesiteni. A nagy adatbazisok
fejlesztése ma is tart, az elmult évtizedben rengeteg valtozason mentek keresztiil annak
érdekében, hogy minél megbizhatobb informéciot szolgéltassanak. lgen fontos a parhuzamos
adatbazisok integracioja és fuzioja, ami tovabb csokkentette a hibalehet6segek szamat. A
megbizhatsag névelésére még ma is Ujabb és Ujabb eréfeszitéseket tesznek.

Munkank soran tehat a glikozilacio T sejtek altali immunfelismerésben és autoimmunitasban
betdltott szerepét kivantuk vizsgalni. A teljes fehérjepopulacio glikozilacidjat kivantuk
vizsgalni, és nem az egyes fehérjékhez kapcsolodo szenhidrat oldallancokat. Nem vettik
figyelembe a szénhidrat oldallanc dsszetételét és térszerkezetét, annal érdekesebb volt
azonban szdmunkra a glikozilacid puszta ténye.

1. Els6 kérdésiink az volt, hogy van-e kiilonbség az autoantigének és a tobbi, a tovabbiakban
»hormal” fehérjének nevezett szekvencia glikozilaciojaban. Amennyiben mar a glikozilacio
gyakorisagaban eltérést talalunk ismert autoantigének és eddigi ismereteink szerint
autoimmun betegségekben antigénként nem szerepl6 fehérjék kozott, ez a kiilénbség vajon az
immunoldgiai felismerés sajatsagaibdl adodik, vagy csak egy minden oksagi kapcsolatot
nélkil6z6 markerrdl van sz6?

A fenti kérdések megvalaszolasa soran harom, az immunoldgiai felismerés szempontjabol
kiemelt fontossagu peptid populécié glikozilacidjanak szenteltlink megkilonboztetett
figyelmet: az ismert autoantigének, a kisérletesen igazolt, illetve a prediktélt T sejt epitdpok,
valamint az ismert human fehérjék ismert bakterialis fehérjékkel szekvencia egyezést mutato
szakaszai. Logikusnak latszott az antigén prezentaciorol alkotott képink alapjan, hogy az
epitop szekvenciak a fehérjék kevésbé glikozilalt részleteibél keriilnek ki, mivel a fehérjék
glikozilalt részletei sztérikus okokbdl adodoan nem teszik lehetéveé, hogy a T sejt receptor
egyszerre kdtédhessen a peptidhez és az MHC molekuldhoz. Ez a kézenfekvé mechanizmus,
mikeént a glikozilacio befolyasolhatja egy fehérje immunogenitasat, egyben egy ujabb kérdést
is felvet: valoban kisebb eséllyel keriilnek prezentaciora a fehéerjék glikozilalt szakaszai? Az
egyes korokozok proteinjeinek human fehérjékkel szekvencia egyezést mutato részletei
nyilvanvald keresztreaktivitast okozhatnak, hacsak nem teszi lehetévé mégis az elkilonitést



példaul a glikozilacid. Ebben az esetben a glikozilalt részletek prezentacidjanak valdsziniisége
valdéban eltérének kellene, hogy mutatkozzon. Igen valdszini a molekularis mimikri elmélet
alapjan, hogy az autoantigének esetében ez a megkilonbdztetési képesség/lehetéség nem
megfelelé. Kérdés, hogy 6sszefliggésben lehet-e mindez a peptidek eltéré glikozilacidjaval.
Feltevéslink szerint tehat az autoantigenek glikozilacidja eltér a ,,normal” fehérjékétol, és a
kilénbség ok-okozati 6sszefliggésben lehet a glikozilacio antigén felismerésre gyakorolt
hatasaval. Munkank célja az autoantigének glikozilacidjaban megnyilvanulé kilonbségek
kimutatasa mellett az esetleges oksagi kapcsolatok feltarasa és a glikozilacio antigén
felismerésre gyakorolt hatasanak feltarasa volt.

Elemzésiinkhdz tobb adatbazis informéacidit hasznaltuk fel. Torekedtink a kérdés minél
szélesebb kora vizsgalatara, ezért minden adatbazisbol az 6sszes ismert, kisérletesen igazolt
szekvenciat felhasznaltuk. A SwissProt-UniProt adatbazis (www.uniprot.ebi.ac.uk) mind a 16
(www.immuneepitope.org) mind a 2000 kisérletesen igazolt human T sejt epitopjara, valamint
az Autoantigen Database (discovery.imb.ug.edu.au/AutoantigenDB) mind az 527 ismert
autoantigénjére vonatkozdan vonatkoz6 szekvenciakat felhasznaltuk tehat elemzésiinkhoz.

A SwissProt-UniProt adatbazis nyujtja jelenleg a legteljesebb képet mind a human
proteomrél, mind egyéb speciesek fehérjéirdl. Ez az adatbazis volt az ismert human fehérjék
szekvencidjanak forrasa. Az 6sszes altalunk vizsgalt fehérje létére fehérjeszinti bizonyitékok
szolgalnak, azaz a csupan valoszindsitett, génszintt informéaciok alapjan feltételezett
szekvencidju fehérjeket kizartuk a tovabbi vizsgalatok sorabdl. A fehérjék szekvenciaja
mellett a SwissProt adatbazisbdl a fehérjék szerkezetére vonatkozé egyéb annotacids adatokat
(lasd késobb) is felhasznaltuk.

A SwissProt éppen a bioinformatikai felhasznalasok megkonnyitésére az adatbazis-
lekérdezéseket a Sequence Retrieval System (SRS) szervere segitségevel Flat File és XML
formatumban is elérhet6vé teszi. A kapott adatokat Flat File formatumban hasznaltuk fel, ahol
minden sor elsé 6t (2 hasznos + 3 space) karaktere informacioval szolgal a sor taralmaval
kapcsolatban. Ez lehet6évé tette, hogy az altalunk vizsgalni kivant adatokat egy egyszerii script
program segitségével kivalogassuk, és SQL adatbazisba konvertalhassuk. Minden egyes
fehérje SwissProt azonositojat (ID kezdeti sor), Accession Number jelét (AC),
adatbazisunkba. Az ismert szerkezeti elemek koziil a tovabbiakban a diszulfid hidak, az o-
hélixek, B-redok, transzmembran régidk, Ca-koté helyek, Zn-ujjak és DNS ko6t helyek,
valamint a szintén ezekben a sorokban annotéciora kertil6 SNP-k, splice variansok, izoformak
és repeatek (ismetlédesek) keriiltek bejegyzésre. A bakterialis fehérjeknek csupan az
aminosav sorrendjét hasznaltuk fel.

Mivel a SwissProt adatbazisbol letoltott adatok megbizhatdsaga, a konvertalas
eredményessége alapvetéen meghatarozza minden tovabbi kdvetkeztetésiink
megbizhatosagat, a létrehozott adatbazis szekvenciai kdzil mintegy ezret szaréprobaszeriien
kivalasztottunk, és ezeket dsszeolvastuk az eredeti adatokkal. Mivel pedig a szekvenciak
adatainak megbizhatdsaga elengedhetetlen, mind a 16 440 human fehérje szekvencidjanak
esetében ellendriztlk, hogy valoban a Swissprot adatbazis alapjan a fehérje azonosit6jahoz
tartoz6 aminosav sorrend szerepeljen.

Felmerulhet a kérdés, hogy ha elemzésiinkben a glikozilacio szerepét kivanjuk vizsgalni,
miért nem hasznaltuk fel a SwissProt adatbazis glikozilaciora vonatkozd igen jelentds
mennyiségben rendelkezésre all6 annotacids adatait. Eppen mivel elsédleges
kérdésfelvetésiink a glikozilaciora vonatkozott, elengedhetetlen volt minderrél a leheté
legszélesebb korii és a lehetéleg egységes informacidt nyerni. A ,,publication bias” (az
eredmények folydiratokban valo megjelenésével dsszefiiggé eredménytorzulas), a negativ



eredmeények hidnya, illetve a glikozilacio vizsgalatara hasznélt igen kilonb6zé modszerek
azonban jelentésen megnehezitették volna ezek dsszevetesét. Ezert dontottiink agy, hogy
predikcids szervereket hasznalunk a glikozilacios helyek meghatarozésara.

Az autoantigének, mint munkank elsédleges célpontjai, a VIadimir Brusic munkacsoportja
altal létrehozott, és a Qeensland-i Egyetem altal gondozott Autoantigen Database alapjan
kerultek azonositasra. Ez a mintegy 500 fehérje 130 kulonb6zé fehérjecsaladba tartozik,
melyek kozil a kollagén, a 7TM receptorok és a citokeratinok alkotjak a legnépesebb
kategoriakat. A fehérjecsaladok szama és mérete nem téer el azonban jelentés mertékben a
teljes fehérjepopulacié csaladszerkezetétol.

Az antigénfelismerés folyamatait Kisérletesen igazolt T sejt epitopokon keresztil vizsgaltuk.
A Scripps Clinic szakemberei altal ,,adatbanyészati” (data mining) modszerekkel kisziirt,
majd manualisan ellenérzott epitopszekvencidkat tartalmazza az Immuneepitope Database. Az
adatbazis hatalmas elénye, hogy negativ eredményeket is tartalmazza az igazolt epitop
szekvencidk mellett. Ebbol az adatbazisbol a T sejtek altal igazoltan felismert epitépok
pozicidjat nyertik.

Predikcio

A fehérjék aminosav sorrendje alapjan egyre tobb szerkezeti elem létét, helyzetét tudjuk
prediktalni. Kisérletes adatok alapjan ismert, hogy peldaul az N-glikozilacio NXS/T
motivumokon torténik, vagy transzmembran régiova a plazmamembran vastagsagaval
megkdzelitéen azonos hosszusagu a-helikalis szerkezetek valhatnak nagy valoszintiséggel.
Természetesen nem minden kdzel 10 nm-es a-helix jelez transzmembran struktdrat, mint
ahogyan az N-glikozilacié a megfelel6 triplet jelenlétén kivil szamos egyéb tényezé6tol, a
kdrnyez6 aminosavak toltésétol, a fehérjén bellli elhelyezkedéstsl, a membrannal kapcsolatos
orientaciotdl fligg. Ezen tényezok egy része kisérletesen felderithetd; sok, egyenként kevéessé
jelentés tényezé azonban igen nehezen lenne kisziirhet. Ezekben az esetekben jelent
segitséget két elterjedt predikcios eljaras.

A mesterséges neuronhalézatok (Artificial Neuronal Network, ANN) elvén miikddé
matematikai eljaras bonyolult mintazatok megkeresésére a valos neuronhal6zatok mikodését
modellezi. Kilonbdz6 logikai funkciokkal rendelkezé elemeket definial, melyek egymassal
Osszekottetésben vannak. A valodi neuronhaldzatokhoz hasonldan ezek a haldzatok kiilsé
tényezok (azaz az inputok) hatasara képesek kapcsolatrendszeriiket atrendezni. Ez alapjan a
tanulas folyamatara emlékeztet6 tulajdonsaguk alapjan nevezik éket ,,tanulo”
algoritmusoknak. Az eljaras soran tehat kisérletesen igazolt adatok alapjan a hal6zat
mindaddig mddosul, amig a kapott eredmény a leheté legjobban megkdzeliti a valdsagot.

A mésik széles korben bioldgiai alkalmazést nyert algoritmus a rejtett Markov modell
(Hidden Markov Model, HMM). Ez a matematikai eljaras, mely egyben a legegyszertibb
dinamikus Bayes hal6zatnak is szamit, legszemléletesebben olyan gépezetnek foghatd fel,
melynek csak a hangjat halljuk, s ez alapjan probaljuk megbecsulni a fogaskerekek helyzetét.
Van tehat elképzelésiink a kiindulasi allapotrol, s az egymas utan kovetkez6 paraméterek
alapjan folyamatosan megbecsiljik az allapot megvaltozasanak valosintiségét. Az atmeneti
valOszintisegeket természetesen itt is kisérletesen igazolt eredmények alapjan szdmoljuk.

Ha az el6bbi két modszert kombinaljuk, még megbizhatdbb eredményeket kapunk, melyek
mar meglepden jol kozelitik a valos allapotokat. llyen kombinalt médszert alkalmaznak a
Center for Biological Sequence Analysis (CBS, Koppenhaga, Dania) predikcios szerverei is.
A szoftverek barki altal hozzaférhetéek Interneten keresztiil, vagy kérésre letdlthetok.
Munkank soran az itt talalhatd szoftverek segitségével vizsgaltuk a szekvenciak
glikozilaciojanak valoszintisegét és a glikozilacio pozicidjat. A szoftvereket az ajanlott alap
paraméterekkel hasznaltuk, és legtobbszor a glikozilacid valosziniiségére megadott diszkrét
értékeket hasznaltuk fel, mig egyes esetekben a kontinuus valészintiségekkel is szamoltunk.
Harom glikozilaciés mechanizmust: az N- az O- és a Yin-Yan tipusu glikozilaciét, valamint



ezzel 6sszefliggésben a szignal szekvencidk meglétét és a transzmembran régiokat vizsgaltuk,
emellett 14 MHC I1 allelhez valo kotédesre vonatkozoan is felhasznaltuk a szoftvereket. Az
MHC-kotédésre vonatkozo predikcio soran a human fehérjék 15 aminosav hosszusagu
részleteinek az adott allélhez valo kétédésének valosziniiségét vizsgaltuk. A predikcio ebben
az esetben magaban foglalja annak a 9 aminosav hosszusagu ,,core” epiténak a
meghatarozasat is, amely a peptidfragmentum kdtédésében elsédleges szerepet jatszik. Mint
késoébb kiderul, ennek a 9 aminosav hosszUsagu régionak kitiintetett figyelmet szenteltlink.
A predikcios szoftverek altal szolgaltatott adatokat script programok segitsegével dolgoztuk
fel. A bioinformatikaban a legszélesebb kdrben elterjedt programozasi nyelv a Perl, melyhez
igen jelentés mennyiségi bioinformatikai kiegészités hozzaférhets. Egyre népszeriibb
azonban a bioinformatikai alkalmazasok korében is a Python script nyelv, melyet mi is
hasznaltunk. Az adatok rendszerbe foglalasahoz, a tovabbi feldolgozas megkdonnyitése
érdekében egy SQL adatbazist hozunk létre. A statisztikai elemzések egy része SPSS
segitségével keszult, mig a masik része Antal Péter (Budapesti Miiszaki Egyetem) altal
kifejlesztett Bayes statisztikai program segitségével. Szoftvereink SuSe Linux operacios
rendszer alatt futottak.

Random fehérjék

Minél hosszabb egy fehérje, statisztikailag annal nagyobb a valdsziniisége egy-egy Ujabb
glikozilacios hely kialakuldsanak. Hogy az egyszeriien csak az eltéré hosszakbol eredé
glikozilacios kiilonbségeket kisziirjik, minden fehérjéhez azonos hosszusagu random
aminosav szekvenciakat generaltunk, melyeknek szintén vizsgaltuk a glikozilaciojat. Az igy
letrehozott virtualis ,,fehérjek” aminosav 6sszetetele megegyezik a valos fehérjepopulacid
atlagos 0sszetételével, a sorrend azonban véletlenszerii. A véletlen szamokat egy n. pszeudo-
random szam generalé (PRNG) metddus, a Mersenne Twister algoritmus segitségével
allitottuk el6, aminek az eredménye a valddi véletlen szamoktdl annyiban tér el, hogy
bizonyos periédushossz utan ismetl6dé mintazatok szerepelhetnek benne. Ez a periédushossz
azonban 2"%*"-1, amely messze meghaladja az altalunk elvégzett kb. 22* iteraci6s lépést.
Elonyos tulajdonsagai, 623 dimenziora Kiterjedé ekvidisztribucioja miatt az altalunk hasznalt
Mersenne Twister algoritmus egyre tobb statisztikai szimulacio alapjat kepezi.
Bakterialis-human teljes szekvencia atfedesek

Mint arra a molekularis mimikri elmélete is felhivja a figyelmet, az immunrendszer kognitiv
funkciojat megzavarhatja olyan révid peptid szakaszoknak a prezentacioja, melyek valamely
eredményezhet toleranciat a pathogen fehérjével szemben, azonban legalabb ekkora
valdszintiséggel okozhatja sajat strukturak a kéros autoimmun felismerését. Mivel az N-,
illetve O-glikozilaciora kertil6 fehérjek sziikségszeriien szignal peptiddel rendelkezé,
szekretoros- vagy membranfehérjék, ezek nagy valdsziniiséggel lizoszomakban vald
emésztédés utan, MHC 11 molekuladkon fognak bemutatasra kerulni, éppen gy, ahogyan a
fagocitalt bakterialis fehérjék. A human fehérjék kozott kerestlk tehat azokat révid, de
legalabb 7 aminosavnyi szakaszokat, melyek ismert bakterialis fehérjék egy-egy részletével
mutatnak teljes szekvencia egyezést.

Glikozilacios kulénbségek

Az autoantigének szignifikansan nagyobb hanyada (85%) N-glikozilalt, mint a normal
fehérjék (73%) és mind abszolut, mind az egységnyi hosszra szamitott relativ glikozil&ciés
helyek szama magasabb a koriikben. Ezzel szemben azonban az O-glikozilacio
gyakorisagaban nem talaltunk szignifikans eltéréseket (63% az autoantigének és 56% a
normal fehérjek eseten).
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Az O-glikozilacio el6fordulésa igen hasonld az autoantigének és a normal fehérjek kozott,
jollehet a normal fehérjepopulacio sem alkot egy egységes, egyenletes eloszlasu populaciét.

Bayes halos elemzés

Mivel elsésorban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon autoantigének glikozilaciojaban
megmutatkozo kilonbség okozati kapcsolatban van-e az autoantigenitassal, az oksag
matematizalasat celil tizé Bayes elemzest is elvégeztiik a glikozilacios adatsoron. Az
elemzésbe ezen kivil a fehérjék sz&mos egyéb tulajdonségét is bevontuk a glikozilacion kivdl,
mint amilyen az SNP-k, a masodlagos térszerkezeti elemek vagy a repeatek szama.

) ) ) ) Bayes Kolmogorov-Smirnoff
Vizsgalt valtozo (MBM, e=2) hipotezisteszt
Hossz 1 p < 0,001




EC Nglik 1 p < 0,001

Ossz Nglik 1 p < 0,001
Béta-redék szama 0.986774 p<0,01
Transzmembran régiok szama 1 p < 0,05

Splice variansok szama 1 p <0,05

Turn motivomok szama 0.005305 p <0,05
Diszulfid hidak szama 1 Nem szignifikans
Alfa-hélixek szama 0.014117 Nem szignifikans
Ca-koté helyek szama 0.000901 Nem szignifikans
Diszulfid hidak kézé esé Nglik 8.79E-07 Nem szignifikans
Diszulfid hidak k6zé esé Oglik 6.65E-05 Nem szignifikans
DNS kot6 helyek szama 0.012401 Nem szignifikans
EC Oglik 0.741702 Nem szignifikans
Fém kofaktor kotédése 0.097063 Nem szignifikans
IC Nglik 0.132067 Nem szignifikans
IC Oglik 5.89E-06 Nem szignifikans
Nglik strisége 1.67E-10 Nem szignifikans
Oglik sirisége 2.78E-09 Nem szignifikans
Repeatek jelenléte 0.000411 Nem szignifikans
SNP-re esd Nglik 0.000457 Nem szignifikans
SNP-re esd Oglik 0.000252 Nem szignifikans
Splice variansra esé Nglik 1.19E-06 Nem szignifikans
Splice variansra esé Oglik 1.00E-05 Nem szignifikans
Szignal peptid 0.377562 Nem szignifikans
Szuperhélixek szama 0.094628 Nem szignifikans
Transzmembran Nglik 0.00037 Nem szignifikans
Transzmembran Oglik 0.00397 Nem szignifikans
Zn ujj 0.008453 Nem szignifikans

A fenti tablazat alapjan egyértelmi, hogy mind Bayes halos elemzes, mind klasszikus
statisztikai vizsgalatok alapjan az autoantigének N-glikozilacioja eltér a normal fehérjék
glikozilaciojatol, mig a két populacio olyan tulajdonsagokban, mint az a-héelixek szdma, a Ca-
kotéhelyek szama vagy fém kofaktor jelenléte, melyekkel kapcsolatban nem varjuk, hogy a
fehérjek felismerhetéségere jelentés hatassal lennének, nem kilénbozik jelentésen. Meglepd
azonban, hogy a transzmembran régiok és a B-red6k szdmaban killénbség mutatkozik.

Az annotélt transzmembran régioval rendelkezé fehérjék szazalékaban megadott grafikonrol
leolvashatd, hogy az autoantigének kdzott egyetlen kategodria, a 4TM (tetraspanin
molekulacsalad) fehérjék aranya tér el jelentésen a normal fehérjékétél. Nem magyarazhato
az autoantigének kis szaméaval az sem, hogy 2TM illetve 12TM fehérjék sem talalhatéak
kozottik. Valamivel kevéshé jelentés, de szintén nem elhanyagolhat6 a 6TM fehérjék
alacsony eléfordulasa az autoantigenek kozott.

Szintén igen markans kilonbséget talaltunk az autoantigéneken jelenlevé B-redék szamaban.
Az annotalt B-redovel rendelkez6 fehérjék fehérjénként joval kevesebb szamu B-redét
tartalmaznak, mint az annotalt B-redével rendelkezé autoantigének.



Az N-glikozilacio és az antigenitas ok-okozati 6sszefliggesére utal a Bayes elemzéssel nyert
egyik igen valdszinii kapcsolatrendszer is. Az abran pirossal szerepl6 seq_type utal arra, hogy
az adott fehérje autoantigén-e, sarga ovalisok pedig mindazokat a valtozdkat szimbolizajak,
melyek autoantigenitassal valo 0sszefliggését vizsgaltuk. Megallapithat6, hogy az n-ki
valtozo, mely az extracellularis N-glikozilacios helyek szamat jeldli, kbzvetlen kapcsolatban
van az autoantigenitassal, mig a tébbi valtozé csupéan kozvetett médon van hatassal az
autoantigenitasra.
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Erdekes modon azonban ha ugyanezt az elemzést immar csak a statisztikai elemzések kapcséan
relevansnak itélt valtozokkal végezziik el, a legvalosziniibb kapcsolatrendszer jelentésen
atalakul. Itt mar az autoantigenitas hossztol val6 fiiggése dominal és az extracellularis N-



glikozilacios helyek szamatol csak kozvetetten fiigg az autoantigenitas. Az autoantigenitas és
az N-glikozilacio kozotti ok-okozati kapcsolat tehat nem bizonyithatd egyértelmien.

Kisérletesen igazolt T sejt epitopok

Az antigénfelismerés mechanizmusanak vizsgalatahoz hasznos segitséget nyujt tébbek kdzott
a kisérletesen igazolt epitdpok vizsgalata. A kisérletesen igazolt T sejt epitopok glikozilacdja
poziciojuk alapjan kénnyedén megitélheto.

A glikozilacio gyakorisaga kisérletesenigazolt T sejt
epitépokon
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Az 6sszes kisérletesen igazolt T sejt epitop elenyészéen kis hanyada, mindéssze 2,5 %-a
tartalmaz N-glikozilaciot, és csupan 1,6 %-uk O-glikozilalt.

Bakterialis atfedések
A 7 aminosavnyi, tehat biologiailag még irrelevans hosszusagu atfedé szekvencia a fehérjék
majd mindegyikében taldlhat6, méghozza igen nagy szdmban.

Glikozilalt szekvenciaegyezések
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Az autoantigéneken és a normal fehérjéken talalhat6 szekvencia egyezések glikozilaciojaban
nem mutathato ki szignifikans kuldnbség, azonban feltiiné, hogy a glikozilalt peptidek
eléfordulédsa ezeken a human-bakterialis megegyezé szekvencia részleteken messze elmarad a



fehérjék glikozilaltsagatol. Kérdés, hogy mindez vajon magyarazhato-e egyszeriien azzal,
hogy az atfed6 szekvencia részletek hossza egyszeriien elmarad a teljes fehérjék hosszatol.

Osszegezve:

Az autoantigének és a normal fehérjék populacidjat elkilonité szamos sajatossagot siker(lt
meghataroznunk. Az autoantigének szignifikansan hosszabbak, tébb N-glikozilacios helyet,
B-redot tartalmaznak, tobb splice varidnsuk van és jelentds résziik 4TM fehérje. Ezek kozul
mi az autoantigének glikozilaciojat vizsgaltuk elsédlegesen. Megallapitottuk, hogy az
mértekben, mint azt az eltéré hosszak alapjan varnank.

A kisérletesen igazolt T sejt epitdpok elenyészéen kis hanyada glikozilalt, mig a jelenlegi
predikcios modszerekkel meghatéarozott potencialis MHC ligandok allélenként valtozo, de
jelentds része glikozilalt. Az autoantigének szignifikansan tobb szekvenciaegyezést
hordoznak bakterialis fehéerjékkel, mint a nem autoantigén human fehérjék. A human-
bakterialis folytonos atfed6 szekvenciak szintén kis hanyada glikozilalt, az N-glikozilalt
szekvencia egyezések ellenben nagyobb valdsziniséggel kdtédnek az MHC molekulakhoz,
mint a nem glikozilaltak.

Az autoantigének tobb szekvencia egyezest tartalmaznak, erésebben N-glikozilaltak és
mindkét tulajdonsaguk hozzajarulhat ahhoz autoantigenitasukhoz.

Eredményeink egyrészt a tovabbi kisérletes munka szamara szolgalnak timpontul, masrészt
azonban mar most attltethet6 egy résziik a gyakorlatba. Felhasznalhatok egy esetleges
autoantigenitast prediktald szoftver megalkotasahoz, illetve az epitop predikcids algoritmusok
finomitasahoz. Ezek a szoftverek kilondsen fontosak a gyogyszertervezésben, akar
oltéanyagok immunogenitasanak fokozasa, akar mesterségesen eléallitott, terapias fehérjék
immunogenitasanak csokkentése szempontjabdl

7. Glikoimmuno-genomikai vizsgélatok a rheumatoid arthritisre jellemzé, megvaltozott
glikozilacios halozat génjeit illetéen (SNP).

( SK Sivastava, M Mazan, M Pasztdi, | Ujfalussy, B Rojkovich, J Kelemen, B Visnyei, |
Ungvari, C Szalai, P Antal, G Hullam, G Nagy, A Falus, E | Buzéas. Association between
glucuronidase-encoding genes (the antiaging KLOTHO and the lysosomal hydrolase-
encodingGusB) and rheumatoid arthritis. Kézirat eldkésziiletben)

Koréabban igazoltuk, hogy a béta glikuronidaz enzim jelen van rheumatoid arthritises betegek
synovidlis folyadékaban, és hozzajarulhat a degradalddoé porc glikozaminglikan vesztéséhez,
mely el6segitheti a synovidlis sejtek invazidjat.

A jelen munkank soran a béta glikuronidaz enzimet kddolo6 gének (az ,,6regedest gatlo”
KLOTHO és a lizoszomélis hidroldz GusB) SNP-it vizsgaltuk rheumatoid arthritises
betegekben (n=171) és egészséges kontrollokban (n=353).

Els6ként a KLOTHO gén G-395A (prométer) és a C1818T (exon 4) polimorfizmusait
vizsgaltuk. Eredmeényeink szerint a CT alléleket hordozo személyek kozil tébben szenvedtek
rheumatoid arthritisben, mint a CC allélhordozék (OR: 1,546, C.1.=[1.009-2.370],
p=0.04487). A ritka GC és CG haplotipusok szignifikansak eltér6 eloszlast mutattak a
rheumatoid arthritises csoporton belll, mint a kontrollok kérében (p=0.0034).

Meghatéroztuk egy exonikus SNP (a GusB3 rs9530), egy 3’ régio kozelében talalhaté SNP
(rs12538430) és egy intronikus SNP (rs1880556) el6fordulasat. A harom vizsgalt SNP kozdl



egyik sem mutatott szignifikans dsszefuiggest a rheumatoid arthritisszel. Azonban két SNP (az
rs12538430 és az rs1880556) egyuttesen mar szignifikans asszociaciot mutattak a rheumatoid
arthritisszel.

Genotype and allele fequencies of KLOTHO and GusB polymorphisms in patients with RA
and controls

Polymorphism Population Genotype 1/1,* Genotypel/2,* Genotype 2/2,* Population Total, Alelle 2
frequencies, %
1/2* no. (%) no. (%) no. (%) no (%) differentiation
KLOTHO1 RA 113 (110,75) 46 (50,49) 8(5,75) 1677  8/338
G-395A Controls 186 (187,71) 112 (108,59) 14 (15,71) p=0,250" 3127
P=0,265"
P=0,301°
KLOTHO2 RA 47 (55,19) 98 (81,63) 22 (30,19)
c1818T Controls 109 (106,41) 147 ((152,18) 57 (54,41) p=0,009"
p=0,009*
p=0,011°
GusB3 RA 47 (45,26) 60 (63,48) 24 (22,26)
rs9530 Control 43 (45,16) 69 (64,68) 21 (23,16) p=0,530"
p=0,530"
p=0,588°
GusB4 RA 43 (42,94) 64 (64,12) 24 (23,94)
rs12538430 Controls 48 (50,94) 68 (62,12) 16 (18,94) p=0,982*
p=0,982"
p=1,000°
GusB5 RA 25 (22,36) 57 (62,28) 46 (43,36)
rs1880556 Controls 20 (22,60) 68 (62,79) 41 (43,60) p=0,337*
p=0,338*
p=0,364°

X Pearson test
#LlIr test
8 Exact test



