Részletes szakmai beszamolo a T46837 jelii, Human és bakteridlis hosokkfehérjék
komplementaktivalo képességének osszehasonlito vizsgalata c. OTKA palyazathoz

1. célkitiizés
Az anti-Hsp60-autoantitestek szintjét befolyasolo genetikai tényezok vizsgalata

Bevezetés

Az anti-Hsp60-autoantitestek jellegzetességeit korabban komplex klinikai vizsgalatok soran
tanulmanyoztuk (Id. 1-es tdblazat). Vizsgélataink soran két cardiovascularis betegséggel
(coronariabetegség ¢és stroke, vizsgalt betegek/kontrollok szama 1101/949), egy fertdzo
betegséggel (HIV-fertézés 74/217) ¢és autoimmun patomechanizmusu, szisztémas
betegségekkel foglalkoztunk (1-es tipusu diabetes mellitus, szisztémas lupus erythematosus,
nem differencialt kotdszoveti betegség, primer Raynaud-szindroma, szisztémds sclerosis,
rheumatoid arthritis, dermatomyositis/polymyositis, gyulladdsos bélbetegség; vizsgalt
betegek/kontrollok szdma 1276/934). Ezekben a korabbi vizsgalatokban kapott eredményeink
megerdsitik palyazatunk munkahipotézisét, hogy lényeges kiilonbségek tapasztalhatok az
anti-Hsp60-autoantitestek ¢és az anti-Hsp65-antitestek kozott. A diabetes mellitusos
gyermekekben tett megfigyeléseink megerdsitették, hogy a tobbféle epitopspecificitasi anti-
Hsp60-autoantitest-,.keveréken” beliil két csoport kozott kimutathatok 1ényeges eltolodasok
akkor is, ha a két csoportban mért teljes IgG-anti-Hsp60-autoantitest-szintek azonosak. Mas
szavakkal: létezhetnek ,,patogén epitopok”, amelyek ellen szelektiven keletkezhetnek
antitestek (és feltehetden sejtes immunvélasz is). A p277 (9. epitép) -ellenes
proinflammatorikus immunvalasz kioltasanak, lecsendesitésének jelentds klinikai haszna
mutatkozott egy klinikai vizsgalatban (Raz, 2001), igy azok a vizsgalatok, amelyek az anti-
informdcioval szolgalhatnak a jovoben. Ezekhez a vizsgalatokhoz sorakozott fel jelen

palyazat munkatervének 1-es és 3-as célkitlizése.



1. tablazat. Az anti-Hsp60-autoantitestek szintjét befolyasold tényezOk megismerésére szervezett sajat
vizsgalataink attekintése

Betegség Vizsgaltak Osszefiiggés Megjegyzés Referencia
szdma
(beteg/kontroll)

HIV-fertézés | 74/217 Az anti-Hsp60- és anti-Hsp65- Az anti-Hsp-antitestek Prohaszka,
szintek nem emelkedettek HIV- szintje csokken a 1998
fertézottekben. betegség

132/140 Az anti-Hsp-antitestek korrelaciot | elérehaladtaval.
mutatnak az anti-C1q- A két antitest kozott Prohaszka
autoantitestekkel. keresztreakcio is 1999
kimutathato.

Diabetes 83/81 Az anti-Hsp60-autoantitestek nem | Még egy tovabbi epitop | Horvath L,

mellitus, 1-es emelkedettek, az anti-p277- (9. (8. epitdp az 5. abran) 2002

tipus epitodp az 5. dbran) antitestszintek | ellen mutathatok ki
emelkedettek diabetesben. antitestek emelkedett

mennyiségben
diabetesben.

Szisztémas 272/192 Emelkedett anti-Hsp- Az anti-Hsp65- Horvath L,

autoimmun antitestszintek szisztémas antitestek nem 2001

betegségek sclerosisban és nem differencialt differencialt kotoszoveti
kotdszoveti betegségben. betegségben

szenvedokben

keresztreakciot és

korrelaciot mutatnak az

198/349 Az anti-Hsp65-1gG-szintek anti-C1q antitestekkel.

kapcsolatot mutatnak az anti-H. A legmagasabb H. Kalabay,
pylori-1gG-antitestekkel, mig az pylori szeroprevalencia | 2002
anti-Hsp60-autoantitestek nem. a szisztémas sclerosis €s

nem differencialt

kotoszoveti betegek

csoportjaban

mutatkozott.

Gyulladasos | 66/126 Mindkét vizsgalatban csdkkent az | A kapcsolat a Crohn- Bene, 2002

bélbetegség antibakterialis Hsp65/GroEL betegségben
antitestszintek a betegekben, az szenved6kben

124/110 anti-Hsp60-autoantitestek nem er0sebbnek mutatkozik, | Huszti,
mutatnak kapcsolatot. mint colitis ulcerosaban. | 2004

Egészséges 176 Kapcsolat az IL-6 —174 Veres, 2002

finn vérado promoterpolimorfizmussal.

férfiak Kapcsolat az immunglobulin GM- Pandey,
allotipus-determinanssal. 2004
Epistaticus kdlcsonhatas az IL-6
¢és Ig GM gének kozott.

Egészséges 327 Kapcsolat az IL-6 —174 Jelen

magyar promoterpolimorfizmussal. palyazat ¢és

személyek Kiszel et al,

2006

Genetikai tényezok és az anti-Hsp-antitest-szintek kapcsolata

Palyazatunk 1-es

célkitlizésében a Hsp60-autoantitest-szintek ¢és

egyes

citokingén-

polimorfizmusok 0Osszefliggéseit vizsgaltuk, amelyre Mikko Hurme-vel (University of

Tampere, Finnorszag) inditott kollaboraciés munkank adott lehetdséget. Korabban pro-, mind

antiinflammatorikus citokineket tanulmanyoztunk (Veres et al, 2002). Az antitesttermelés ¢s




B-sejt-proliferacié alapvetd szabalyozoi a citokinek, ezek kozott is igen fontos az interleukin-
6 (IL-6), amelyet eredetileg mint B-sejt-novekedési faktort irtak le (Hirano, 1986).
Vizsgalatunkat megprobaltuk ugy felépiteni, hogy ne egy kiragadott citokint, hanem annak
lehetséges ,.kdrnyezetét”, kapcsolatait is vizsgaljuk. Ezzel a stratégiaval végiil is az IL-1-alfa
=511, IL-1-béta —889, az IL-6 —174 ¢és az IL-10 —-1082, —819, -592 ¢és az IL-1
receptorantagonista (RA) polimorfizmusokat vizsgaltuk 173 kozépkoru, finn férfi vérado
mintdiban. Ugyanezektdl a személyektdl szérumminta is rendelkezésiinkre allt, amelyekben
az anti-Hsp60-autoantitest-méréseket is elvégeztiik. Eredményeink szerint erds kapcsolat
mutathatd ki az IL-6 —174 G>C polimorfizmus és az anti-Hsp60-IgG-szintek kozott. A
legmagasabb antitestszint a vad allélt (G) homozigdta formaban hordozd személyekben
mutatkozott, a heterozigbta vagy csak ritka allélt hordozokban egyarant szignifikdnsan
alacsonyabb antitestszinteket talaltunk. Tovabbi fontos megfigyelésiink volt, hogy az
egészséges véradokban a nyugalmi szérum-IL-6-szintek és az IL-6 —174 polimorfizmus
kozott nem volt kapcsolat, tovabba az antitestszintek nem mutattak Osszefliggést az IL-6-
koncentraciokkal. A tobbi vizsgalt citokin esetében nem tudtunk szignifikdns kapcsolatot
kimutatni az autoantitest-koncentracidkkal akkor sem, ha egyiittes kiértékelésnek (allélikus
variaciok szimultan hordozésa) vetettiik al4 adatainkat.

A finn véradok mintaival tett megfigyeléseink tovabbi vizsgalatira keriilt sor jelen
palyazatunk kereteiben. Egészséges magyar férfiak és noék DNS- ¢és szérummintaival
végezhettiik el a fenti méréssorozatot (Kiszel et al, 2006). Vizsgélatunkban 320 egészséges,
foglalkozas-egészségiigyi sziirdvizsgalaton megjelent személy vett részt tdjékozott
beleegyezést kovetden. Vizsgalatunk soran az IL-6-genotipus-meghatarozds ¢és az
antitestszintmérések a korabban is alkalmazott metodikak szerint torténtek. A 2. tablazat a
genotipus-megoszlasokat mutatja a finn és a magyar populaciokban. A magyar populacioban
egyarant rendelkezésiinkre alltak mintdk ndéktol és férfiaktol is, ezért a genetikai adatok
értelmezéséhez beszereztiik finn nék IL-6 —174-polimorfizmus adatait is. Megallapithat6,
hogy az IL-6 —174-polimorfizmus eléfordulasdban szignifikéns kiilonbség mutatkozik a finn
¢s a magyar populaciok kozott. Az egészséges magyar népesség korében a vad, G allél
eléfordulasa gyakoribb, mint a finn populdcidban, ez a kiilonbség ndk esetében kifejezettebb,

mint férfiakban.



2. tablazat. Az interleukin-6 —174 promdterpolimorfizmus megoszlasa egészséges magyar és finn populaciéban

Genotipus Magyar Magyar Magyarok | Finn nék, | Finn Finnek
nok, férfiak, Osszesen, | n=182 férfiak, 0sszesen,
n=203 n=124 n=327 n=173 n=355

IL-6 174GG | 73(0,359) | 39(0,314) | 112 (0,342)| 46 (0,253) | 39 (0,225) | 85 (0,239)
IL-6 174 GC 91(0,448) | 56 (0451) | 147 (0,449)] 85 (0,467) | 84 (0,485) | 169 (0,476)
IL-6 174 CC 39(0,193) | 29(0,235) | 68(0,209) | 51 (0,280) | 50 (0,290) | 101 (0,285)

IL-6 —174 G allél | 0,583 0,541 0,567 0,486 0,468 0,477
frekvencia
IL-6 —174 C allél | 0,417 0,459 0,433 0,514 0,532 0,523
frekvencia

p= 0,0024 (magyar n6 vs. finn nd); 0,203 (magyar férfi vs. finn férfi); 0,005 (magyar vs. finn ). A vizsgalt
genotipusok eloszlasa megfelelt a Hardy-Weinberg szabalynak.

Az anti-Hsp60-autoantitest-szintek 1L-6 —174 genotipus szerinti bemutatasa a 3. tablazatban
talalhat6. A magyar populdcioban is sikeriilt kimutatni az IL-6-polimorfizmus és az anti-
Hsp60-autoantitestek kozotti kapcsolatot. A legmagasabb antitestszintet ebben a csoportban a
GC heterozigotak esetében mértiik, veliik csaknem azonos koncentraciokat talaltunk a GG
homozigétakban. A legalacsonyabb autoantitest-szint a magyar populacidban is, hasonldan a
finnorszagihoz, a CC genotipust hordozdkban volt. Férfiakban az antitestszintek megoszlasa
hasonlo volt a teljes vizsgalati csoportéhoz, mig nék esetében nem volt kiilonbség az
autoantitest-szintekben a GG ¢és a GC geotipust hordozoé csoportok kozott. Az IL-6 genotipus
¢s nem szerint felbontott csoportok kozott nincs szignifikans kiilonbség az antitestszintek
vonatkozasaban (p=0,402). A G allélt hordozé személyeket a teljes csoportban (vagy nemek
szerint kiilon analizalva is) szignifikdnsan magasabb anti-Hsp60-autoantitest-szint jellemezte.
Az anti-Hsp65-antitestek szintje nem mutatott szignifikdns Osszefliggést mutatott az IL-6

genotipusokkal az egészséges magyar populécioban.



3. tablazat. Az anti-Hsp60-autoantitest-szintek IL-6 —174 genotipus szerinti megoszlasa egészséges magyar

populacidban
Genotipus Osszes személy, n=320 Férfiak, n=118 Nok, n=202
Anti-Hsp60-1gG | p-érték Anti-Hsp60-1gG | p-érték Anti-Hsp60-1gG | p-érték
IL-6 -174 GG | 41,8 (23,3-82,1)| 0,0026 37,5 (24,5-53,9) | 0,0343 48,2 (23,6~ 0,064
112,9)
IL-6 -174 GC | 46,4 (29,8-77,9) 44,9 (28,4-77,1) 47,6 (31,7-79,6)
IL-6 —174 CC | 30,0 (18,6-50,0) 27,7 (16,8-43,9) 38,6 (19,8-51,8)
IL-6 -174 449 (28,4-78,8)| 0,0013* 40,5 (27,4-69,6) | 0,018 48,1 (28,7-88,2) | 0,022
G hordoz6

*JL-6 —174 GG+GC vs. CC

Genetikai tényezok és az autoantitestek termelésének szabalyozasa

Mig a Hsp65-antitestek j6 markerei lehetnek a patogénekkel valo terheltségbdl szarmazo
rizikonovekedésnek, addig az anti-Hsp60-autoantitestek ezektdl részben elkiiloniilve, mas
szabalyozé tényezOkkel kapcsolatban mutatnak Osszefiiggést a fokozott rizikoval. Az
immundefektusok kozott jelennek meg ennélfogva azok a genetikai tényezdk, amelyek
fokozott autoantitest-termeléssel mutatnak kapcsolatot. Ilyenek példaul a munkankban
bemutatott IL-6 allélikus variaciok.

Az elébbiekben ismertetett két fliggetlen vizsgalat (finn vérad6 férfiak [Veres, 2002] és
magyar egészséges populacio [jelen palyédzat, Kiszel, 2006]) egybehangzd eredménye
nagymértékben megerdsiti az IL-6-gén-polimorfizmus és az anti-Hsp60-autoantitestek kozotti
kapcsolat jelentoségét.

Az interleukin-6 eredetileg mint B-sejt-differencidlodési faktor kertilt leirasra (Hirano, 1986),
de hamar felismerték multifunkcionalis jellegét. Alapvetd szerepet jatszik az immunvélasz
szabalyozasaban, a haemopoesisben, az akut-fazis reakcioban és gyulladdsos folyamatokban
(Hirano, 1998). Az IL-6 gén (/L-6) emberben a 7-es kromoszoma rovid karjan talalhato, 6t
exonbol és négy intronbdl épiil fel (Yasukawa, 1987). A gén komplex felépitésii regulatoros
szakasza ¢és promotere jelentdsen hozzédjarul az IL-6 sokoldalu viselkedéséhez. Az IL-6
prométerét tobb transzkripcios faktor is bekapcsolja, mig a szteroidok és a retinablastoma-
kontrollelem gatoljak mikodését. Az IL-6 biologiai hatdsait befolyasoljak génjének allélikus
valtozatai. Tobb élettani és koros allapottal kapcsolatban leirtak egyes allélek eltérd
el6fordulasat. Mind a promoter, mind a strukturgén teriiletén taladlhatok polimorfizmusok,
amelyek koziil kettdvel kapcsolatban igen gazdag az irodalom. A gén 3° végén talalhatod
valtoz6 szamu tandem szekvencia (VNTR) egy multiallélikus polimorfizmus, mig a promoter
—174-es pozicidjaban egy G>C baziscserét taldlhatunk (Fishman, 1998). Ez utobbi
polimorfizmus kapcsolatat tobb betegséggel is leirtdk, amelyek kozott talalhatd az Alzheimer-

kor, cardiovascularis és daganatos betegségek, csontritkulds, 2-es tipust diabetes mellitus,




szepszis és rheumatoid arthritis (attekintését 1. Papassotiropoulos, 2001). A —174 G>C SNP
funkcionalis aktivitasat is jellemezték: a G allél jelenlétében az IL-1B- vagy
endotoxinstimulacidra adott transzkripcids valasz fokozott volt a C allélhez képest (Fishman,
1998). Ugyanakkor ellentmondéasos eredmények sziilettek azokban a vizsgélatokban,
amelyekben kapcsolatot probéltak keresni a —174 G>C polimorfizmus és a plazma IL-6-
szintek kozott. Abban konszenzus mutatkozik, hogy kiilonféle stimulusok utdn mért indukalt
IL-6-szintek magasabbak G allél jelenlétében, mint a CC genotipus esetén (Benneromo,
2004). A nyugalmi helyzetben mért IL-6-szintek és a —174-es SNP kozott viszont nincs
kapcsolat. Ezek az eredmények egyiittesen magyardzhatjdk a kordbbi ellentmondé
tapasztalatokat.

Mindezek az ismeretek arra utalnak, hogy az IL-6 —174 GG genotipust hordozé személyek
megnovekedett antitesttermeléssel valaszolhatnak antigén-expozicid esetén, mivel a
magasabb IL-6-szintek erdsebb B-sejt-aktivaciot és -proliferdciot okozhatnak. Erre utal
Kuwana és munkatarsai megfigyelése (Kuwana, 2000), amely szerint az in vitro keletkezett
IgG-antitopoizomeraz I autoantitestek mennyiségét a T-sejt-help hatdrozta meg, ami az IL-6-
szintekkel volt szoros Osszefliggésben. Ezt a hipotézist az is alatdmasztja, hogy szisztémas
sclerosisban szenvedd betegekben a poliklonalis B-sejt-aktivaciot magas IL-6-szintek kisérik
(Sato, 2004). Ezzel teljesen Osszhangban sajat vizsgalatunkban is hasonldé eredményeket
kaptunk: a poliszisztémas autoimmun betegségben szenveddk koziil a szisztémas sclerosisban
¢s a nem differencialt kotészoveti betegségben szenvedOkben észleltiink emelkedett anti-
Hsp60- és anti-Hsp65-antitest-szinteket (Horvath L, 2001). Ehhez hasonlé eredményeket mar
a 90-es évek elején is kozoltek szisztémas sclerosisban, és kiilondsen annak progressziv
formajaban emelkedett anti-Hsp65-antitest-szinteket mértek olasz kutatok (Danieli, 1992).
Ezeket az eredményeket Osszevetve igen valoszinli, hogy a szisztémds sclerosis
patogenezisében fontos szerepet jatszanak az anti-Hsp65-antitestek, amelyek feltehetden
kedvezotlen genetikai tényezoket (példaul magas IL-6-termelésre hajlamositd IL-6 —174 GG
genotipus) hordozd személyekben a kronikus bakteridlis infekciok (léguti betegségek, H.
pylori) fellépése nyoman jelennek meg. Nem lehet azonban kizarni azt sem, hogy az IL-6 gén
—174-es polimorfizmusa része valamely nagyobb haplotipusnak, és az antitestek szintjét a
haplotipus valamely més, ma ismeretlen tagja szabalyozza.

2006-ig tobb, nem cardiovascularis betegségben is leirtak, hogy az anti-Hsp60-autoantitestek
vagy anti-Hsp65-antitestek emelkedett szinten fordulnak el6 az adott allapotban. A 4.
tablazatban Osszefoglalva lathatok ezek az eredmények. Az anti-Hsp60-autoantitestek

szintjének 0Osszefliggése az IL-6 citokinnel irodalomkutatasra 0sztonzott benniinket.



Megvizsgaltuk, hogy azokban a betegségekben, amelyekben emelkedett anti-Hsp60-antitest-

szinteket kozoltek, leirtak-e az adott allapot Osszefiiggését az 1L-6-tal.

4. tablazat. Osszefiiggés egyes betegségek, anti-Hsp60-antitest-szintek és az interleukin-6-koncentracié kdzott

Betegség A betegség ¢és emelkedett A betegség és az emelkedett
anti-Hsp60-antitest-szintek | IL-6-koncentracio
Osszefiiggését bemutato kapcsolatat bemutatd munka
munka

H. pylori-val Ishii, 2001 Hussell, 1993

asszocialt MALT Takenaka, 2004

lymphoma

Periodontitis Tabeta, 2000 Okada, 1998

Guillan—Barré- Yonekura, 2004 Aarli, 2003

szindroma

Posztoperativ Mandal, 2004 Gaudino, 2003

pitvarfibrillacié

1-es tipusu diabetes
mellitus

Abulafia-Lapid, 2003
Weitgasser, 2003

Kristiansen, 2003

SLE, thromboticus Dieude, 2004 Cross, 1999
szovodmények

Zajartalom, Yang, 2004 -

halldsvesztés

Takayasu-arteritis Kumar-Chauhan, 2004 Noris, 1999
Schizophrenia Wang, 2003 Schwartz, 2000

Akut anterior uveitis

Cancino-Diaz, 2004a

Bardak, 2004

Psoriasis vulgaris

Cancino-Diaz, 2004b

Elkayam, 2000

Szisztémas sclerosis

Danieli, 1992

Scala, 2004

Behcet-kor

Tanaka, 1999

Adam, 2004

A 4. tablazatban bemutatott vizsgalatok és attekintd cikkek tantisiga szerint a feltiintetett
IL-6-
—174-es

betegségek kozos jellemzéi az emelkedett anti-Hsp60-autoantitest-szintek és

koncentraciok. Két betegséggel kapcsolatban ismert az is, hogy a

promoterpolimorfizmus Osszefiiggésben van az adott allapottal: 1. a diabetes mellitus
pubertasban megjelend formdjaban a —174 GG genotipus gyakoribb eléfordulasat észlelték,
ami magasabb IL-6-szinttel jarhat; 2. motoros szivmitétet kovetden a —174 GG-hordozdkban
magasabb IL-6-szintet, fokozott gyulladdsos valaszreakciot és gyakoribb pitvarfibrillacios
szOvodményt észleltek.

Ezek az eredmények ¢€s Osszefiiggések teret engednek annak, hogy feltételezziik, altalanos
jellegli 0sszefiiggés lehet az [L-6 —174-es polimorfizmus, stimulust/gyulladast kovetd
emelkedett cstucs-1L-6-koncentraciok és a megndvekedett anti-Hsp60-autoantitest-szintek
kozott. Feltételezésiink szerint a szervezetet ért karosodast kovetd gyulladasos reakcio soran
egy tulzott [L-6-valasz erds B-sejt-aktivaciot és antitesttermelést okozhat. Ebben az esetben a

természetes antitestek regulalohdlozata felbomlik, ami lehetdséget ad autoagresszid

kibontakozasanak és a szervezet integritasat visszaallitdo gyulladasos folyamatok kisiklasanak.



A munkatervben szerepeld koronaria betegekre, PTCA-n atesett személyekre €s az anti-Hsp60
alatt elvégezni. Lezarult a mintagytijtés és feldolgozas, tovabba az anti-Hsp60 antitestek
mérése. A genetikai polimorfizmus meghatarozasok azonban elhuzodtak, igy eddig nem
valésulhatott meg szabalyozo szerepiik vizsgalata. Ezek az analizisek jelenleg is folyamatban

vannak.

2. célkitizés

Emberi koldokzsinorvérben kimutathatok IgM-anti-Hsp60-autoantitestek

Az egészséges jsziilottek koldokzsindr-szérummintdjaban  detektalhatd  anti-Hsp60-
autoantitestek vizsgéalatara kollaboracids vizsgalatot szerveztiink a Semmelweis Egyetem II.
Sz. Sziilészeti és Nogyodgyaszati Klinika munkatarsaival. Konszekutiv médon, tajékozott
beleegyezést kovetden 51 fiatalasszony vett részt a vizsgéalatban, a vizsgéalatot a Semmelweis
Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte. Az anyak életkora 28 (median) év volt (tartomany
17-41), 45%-uk soha nem dohanyzott, 42% kordbban dohanyzott, 13% a terhesség alatt is
dohédnyzott. A vizsgalat résztvevoi egészséges, érett Ujsziilottet (51% leany) hoztak vilagra
komplikaciomentes terhességet kovetden spontan hiivelyi sziiléssel. Az 51 0jsziilttd]l a
szlletés utan kozvetleniil a koldokzsinoérvénabdl tortént a mintavétel, mig az édesanyaktol a
sziilést kovetd 12 oran belill standard vénas vérvétel tortént. A szérummintékat kozvetleniil a
mintavétel utan centrifugalassal szeparéltuk és —70 °C-on taroltuk.

A szérummintakbodl 0ssz-1gG- és -IgM-meghatarozast végeztiink. Tekintettel arra, hogy a
koldokzsinorvérben az IgG és IgM a hagyomanyos, felnéttkori értékekre beallitott mérések
szerint méréshatar alattinak mutatkozott, sajat ELISA-mérést allitottunk be. Ennek soran az
ELISA-lemezeket egér antihuman IgG-, illetve IgM-ellenanyagokkal fedtiik, majd a mintaval
tortént inkubéacio utdn nyul antihuman IgG-, illetve IgM-peroxidaz-konjugatumokkal hivtuk
eld. Standardnak tisztitott emberi IgG- és IgM-preparatumokat hasznaltunk. Meghataroztuk
tovabba az anti-Hsp60-, valamint az anti-Hsp65-I1gG- és IgM-specifikus antitestszinteket
ezekben a mintdkban.

Az IgM-anti-Hsp60-méréseket 5 pg/ml Hsp60-nal fedett ELISA-lemezeken végeztiik, a
mintaval val6 inkubacié 4 °C-on tortént, majd a lemezeket nyul antihuman IgM-POX- és anti-
nyul-IgG-POX-konjugatumokkal hivtuk elé a specifikus jel felerdsitése céljabol. Az IgM-
meghatarozashoz nem rendelkeztiink standardként hasznalhat6, magas titerti szérummintaval,

igy ezeknek a méréseknek az eredményeit OD-értékben fejeztiik ki. Az Osszes minta mérése



egy napon, két ELISA-lemezen tortént, a két lemez kozott — az ismételt mintak tanisaga

szerint — nem volt kiilonbség, igy normalizalasra nem volt sziikség.

Az anyai szérummintakban 8,17 g/l (6,7-9,54) 0ssz-IgG-koncentraciot talaltunk, mig a
koldokzsinor-szérummintdkban ez az érték 9,93 g/l (8,61-11,8) volt. Az 08ssz-IgM
vonatkozasdban a kovetkezd értékeket kaptuk: anyai mintdk 1,56 g/l (0,86-2,2),
koldokzsinérmintdk: 0,073 g/l (0,056-0,103). Ezek az adatok az ismert (életkor szerinti)
fiziologias értékeknek megfelelnek.



A 1. abran a specifikus, anti-Hsp60- és anti-Hsp65-antitest-szinteket tiintettiik fel. Minden
anyai ¢s koldokzsinormintaban ki tudtunk mutatni IgM ¢és IgG tipusu anti-Hsp60-
autoantitestet. Az IgG-anti-Hsp60-autoantitestek az anyai és koldokzsindrmintdkban igen
szoros korrelaciot mutattak egymassal, ami megfelel annak az irodalmi ismeretnek, hogy az

anyai IgG a placentan atjutva megjelenik a magzat keringésében.
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1. abra. Az anti-Hsp60-autoantitestek és anti-Hsp65-antitestek el6fordulasa anyai és koldokzsinorvér-
mintakban. Az dbran parhuzamos mérések hattérrel korrigalt atlagai vannak feltiintetve

Ezzel szemben az IgM nem jut at a placentdn. Eredményeink, amelyek szerint nincs
korrelacié a magzati és anyai anti-Hsp60-IgM-szintek kozott, arra utalnak, hogy eltérd
tényezOk szabalyozzdk az anyaban és a magzatban ezeknek az antitesteknek a mennyiségét.
IgM-anti-Hsp65-antitestet az anyai szérummintdkban nem talaltunk, a koldokzsinormintak
kozil kilencben mértiink igen alacsony reaktivitast. Ezek az eredmények megfelelnek annak a
vizsgalati kritériumunknak, hogy csak egészséges, fertdzésen aktudlisan &t nem esett
személyeket vontunk be. Nem talaltunk szignifikdns korrelaciot sem az anyai IgG-anti-Hsp60
¢és IgM-anti-Hsp60 kozott, sem a magzati [gG-anti-Hsp60 és IgM-anti-Hsp60 kozott.

Eredményeinekt  Osszefoglalva  megallapithato,  hogy  egészséges  ujsziilottek
koldokzsinorvérében kimutathatd IgM-alosztalyba tartozd anti-Hsp60-autoantitesteket. Az
antitestek mennyisége fiiggetlen volt az anyai antitestek és az anti-Hsp65-antitestek

mennyiségétdl. Mindezek arra utalnak, hogy az anti-Hsp60 autoantitestek a természetes



autoantitest repertodrba tartozhatnak, idegen antigén stimulacid nélkiil, velesziiletett mdédon
(természetes autoimmunitas) jellemzdek az adott egyénre.

Ezeket az eredményeinket a Magyar Immunoldgiai Téarsasag vandorgytilésén és a 2005. évi
Semmelweis Symposiumon eldzetesen mar bemutattuk, az eredményeket tartalmazo kéziratot
azonban sajnalatosan tobb Ujsag is visszautasitotta, igy az eredmények nyomtatott formaban
még nem jelenhettek meg. A kézirat jelenleg a BMC Immunology c. laphoz van bekiildve
biralatra.

3. célkituzés

Az anti-M. bovis-Hsp65- és anti-human Hsp60-autoantitestek kozotti kiilonbségek elemzése
Korabbi eredményeink megerdsitették, hogy a Hsp60 elleni antitestek emelkedett szintje
mutathat6 ki coronariabetegségben (Prohdszka et al, 2001). A bakterialis €¢s human Hsp60
antigénnel reagald antitestek — az irodalomban elsdként altalunk elvégzett — 6sszehasonlitd
vizsgalata azonban érdekes, tovabbi munkahipotézisiinket megalapoz6 megfigyelést
eredményezett. Az eredeti hipotézis (Wick 1995) ugyanis azt feltételezte, hogy a Hsp60-
autoantitestek ugynevezett keresztreagdld antitestek, amelyek az élet soran elszenvedett
infekciok ellen védé immunvalasz nyomaként maradnak vissza. A bakteridlis és human
Hsp60-ellenes antitestek kozotti gyenge korrelacié és a Hsp60-autoantitestek H. pylori-
fertdzestol fiiggetlen eléforduldsa arra késztettek benniinket, hogy alaposabb elemzésnek
vessiik ala ezeket az antigéneket €s antitesteket.

Korabbi eredményeink szerint (Prohdszka 1999) a Hsp60 képes a human
komplementrendszert a klasszikus reakciouton aktivalni. Az aktivacio beinditoi a Hsp60-I1gG
immunkomplexek, ugyanis nem tudtunk kimutatni komplementaktivaciot
agammaglobulinaemids szérummintaban, ¢s a komplementaktivacio (C4b-kotddés) mértéke
igen erds Osszefiiggést mutatott az anti-Hsp60-1gG mennyiségével. Ezzel szemben a M. bovis-
Hsp65 csak gyenge komplementaktivatornak bizonyult, és az anti-Hsp65-IgG-antitestek nem
mutattak szoros Osszefiiggést a komplementaktivacié mértékével. Jelen palydzatunk 3.
célkitiizésében ezért megvizsgaltuk, hogy kimutathatok-e kiilonbségek — a nagyfoku
szekvenciaazonossag ellenére — a két molekula epitopstruktarajaban.

A humén ¢és a M. bovis Hsp60 molekuldk linedris B-sejt-epitdpjainak 0Osszehasonlitd
térképezését atfedd peptidsorozatok segitségével végeztiikk el. Az alkalmazott modszereket
korabban kidolgoztuk (Uray et al, 2003). A két fehérje ismert aminosavsorrendjének
megfelelden szamitdégépes modellezés segitségével elvégeztiik a varhatoan B-sejt-epitopként

viselkedd szakaszok predikcidjat. Ezeket a szakaszokat béta-kanyar-struktira és alacsony



hidrofobicitas jellemzi. A kivalasztott szakaszok szintetizalasa polietilén tithegyen zajld
szilard tazist peptidszintézissel tortént, amelynek soran Fmoc/fBu eljarast alkalmaztunk. 10-
es hosszlisagu, 5 aminosavval atfedd peptideket készitettiink el két blokkon (2x96 tiiske), ami
a kontrollok levondsa utan 46-46 iker peptidpart jelent a Hsp60 és Hsp65 szekvencidjanak
megfelelden. A peptideket duplikdtumként készitettiik el, és mindig a két érték atlagaval
szamoltunk. A peptidek elhelyezését a blokkokon (az esetleges szisztematikus hibat
elkeriilendd) ugy terveztiik, hogy egymas mellé az ,,ikerparok™ keriiltek. A Hsp60 és a Hsp65
Osszesen 10-10 szakaszat fedtiik le az atfedd peptidekkel. Tekintettel arra, hogy a peptidek
kovalens kotéssel kapcsolodnak a polietiléntiiskékhez, azok ismételt hasznalatara van
lehetdség regeneralast kovetden. Tizenkét kontrollszemély (életkoruk 54,8 év, SD 2,9, négy
nd) és 14 sulyos coronariabeteg (életkoruk 58,5 év, SD 7,3, hdrom nd) mintajat vizsgaltuk
meg a peptidsorozatok segitségével. A 2. dbra dsszehasonlitasra alkalmas modon, részletesen
taglalja az egészségesek ¢és a coronariabetegek eredményeit. Az abran az egyre sotétebb szinii
mezOk jelolik azokat a fehérjeszakaszokat, amelyek ellen antitestek fordulnak el a vizsgalt
személyekben. A 10 0Osszefiiggd szakaszt lefedd peptidek legaldbb 12 olyan régiot
tartalmaznak, amelyeket epitopoknak tekinthetiink. Ezeket az epitopokat arab szamokkal

jeloltiik (1-12-ig), az aminosavszamozas feltlintetése elott.
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2. abra: Egészséges kontrollok és sulyos coronariabetegek anti-Hsp60 és anti-Hsp65 szérum-IgG-antitestjeinek
B-sejt-epitop-térképezése. Az abra felsd részén a kontrollok (A és C) és a betegek (B és D) antitestjeinek a 46
Hsp60-, illetve a 46 Hsp65-peptiddel mutatott reaktivitdsa van feltlintetve szinskalan. A reaktivitast a kovetkezd
modon szamitottuk: a vizsgalt peptid OD-ja osztva a legkisebb atlagos (hattér)reaktivitadst mutatd peptid OD-
jéval (a normalizalasra hasznalt peptidek fehér vonalként jelennek meg az abran). Minden oszlop egy embert
jelent, mig a sorokat az egymassal atfedé peptidek jelolik. Mind a négy panel esetében (a konnyebb
attekinthet6ség kedvéért) kiilon-kiilon vannak csoportositva a vizsgalt személyek klaszteranalizis segitségével. A
kapcsoltsag mértékét az LD (linkage distance) jeloli. Az abra alsd részén az egyes epitopok reaktivitasanak
egymassal mutatott korrelacidja van feltiintetve. A szinkodolas a korrelacios egyiitthatok értékének megfeleléen
tortént, az r>0,5 (és r<-0,5) minden esetben igen erds, szignifikans dsszefiiggés volt (p<0,0001), mig a 0,4<r<0,5
(¢s —0,4<r<-0,5) esetekben mérsékelt (0,01<p<0,05) Osszefiiggés mutatkozott. A korrelacioszamitast a
kontrollok (E és G) és betegek (F és H) esetében kiilon-kiilon tiintettiik fel. A konnyebb attekinthet6ség kedvéért
klaszteranalizissel csoportositva vannak a hasonld viselkedésti epitopok. A 12 antitest-reaktivitast mutatd régio
(epitop) legerdsebben reagald peptidje keriilt kivalasztasra a korrelacioszamitashoz (ezek az 1., 9., 12., 18., 23.,
26.,28., 31.,34., 37., 42., 45. peptidek voltak). A korrelaciészamitas a ,,nyers” OD/OD hattérértékekkel tortént,
¢és olyan esetben is adhat erésen szignifikans &sszefliggést, ha egy adott epitophoz csak hattér koriili (1-1,5)

reaktivitasok tartoznak. Az abra a melléklet végén is megtalalhato.



Altaldban elmondhaté, hogy a Hsp65 peptidekkel ersebb reakciot mutatnak a szérummintak,
mint a Hsp60-nal. A kontrollmintak esetében az epitopok tobbségét keresztreagalo jellegiinek
talaltuk, azaz a Hsp65 peptidek és a homoldég Hsp60 peptidek ellen is tartalmaznak a
szérumok antitesteket (1, 2, 3, 4, 8, 9). Epitopnak akkor tekintettiink egy régidt, ha
tartalmazott egy peptidet, melynek a reaktivitdsa legalabb kétszerese volt a hattér peptid
reaktivitdsanak. Van 6t olyan epitop (5, 6, 7, 11, 12), amelyeket az egészséges szérumok
lényegében csak a Hsp65 peptideken ismernek fel, a Hsp60-on nem, ezeket ,,Hsp65-
specifikus” epitopoknak tekinthetjiik. Mind a 11 régio esetében a Hsp65 peptidekkel erdsebb
reaktivitast mértiink, mint a Hsp60 peptidekkel. Egészségesekben a 10-es epitép ellen nem
mutathatok ki antitestek. A coronariabeteg csoportban ugyanezeket az epitopokat detektaltuk,
mint keresztreagald vagy ,,Hsp65-specifikus” epitopokat. A 4-es, 5-0s, 6-0s, 7-es, 8-as, 11-es
¢és 12-es régiok esetében a mintdk erésebben reagaltak a Hsp65-, mint a Hsp60 peptidekkel.

A kontrollmintdk és corondriabetegek Osszehasonlitasa esetén a Hsp60 1-es, 2-es és 3-as
vonatkozasaban igen erds kiilonbség volt a két csoport kozott. A Hsp65 peptidek esetében az
epitdp specifikus antitestek reaktivitasa nem kiilonbozott (kivétel a 7-es epitdp) a két csoport
kozott. Ebben az esetben is lényeges, hogy a teljes anti-Hsp65-IgG mennyiségében nagy
kiilonbség volt kimutathato.

Az 2. abra als6 részén az E ¢és G panelek mutatjdk egészségesekben az egyes epitdpokkal
kapott reaktivitdsok korreldcioit egymassal, mig ugyanezt lathatjuk a coronariabetegek
vonatkozasdban az F és H paneleken. A piros és sotétnarancs szinek jelolik a szignifikans
pozitiv korrelaciot, mig a sotétkék a szignifikdns negativot. Az epitopok sorrendjének
elrendezése, vagyis a hasonloan viselkedd csoportok kialakitasa klaszteranalizis segitségével
tortént. Az egyes klasztereknek megfeleld epitopok szdmai téglalappal vannak kérbevéve. A
legerdsebb kapcsoltsagot a H panel adatai esetében észleltiik, az itt kialakitott klaszterek
szerint vannak bemutatva az E, F és G panel adatai.

A Hspb65 epitopok és a kontrollcsoport esetében két jol elkiiloniilé blokkot figyelhetiink meg
(G panel). Az egyik a 9, 8,7, 2, 3, 1 epitopokbdl all, amelyek részben Osszefliggésben allnak a
4-es epitoppal. A masik blokk a 4-es, 10-es, 11-es, 6-o0s, 12-es és 5-0s epitopokbol all.
Erdekes, hogy az elsé blokkban talalhatok a keresztreagald, mig a mésodikban a ,,Hsp65-
specifikus” epitopok. A Hsp60 epitopoknal nem figyelhetd meg blokkok kialakulasa a
kontrollmintak esetében, az 5-0s, 6-o0s, 10-es, 11-es, 12-es epitdpok ellen igen alacsony az
antitestek szintje és az l-es, 2-es, 3-as, 8-as, 9-es epitdpok sem mutatnak egymassal szoros

kapcsolatot (E panel).



Ez a helyzet azonban megvaltozik a sulyos coronariabetegek mintdi esetében. A betegek
szérumainak reaktivitdisa a Hsp65 peptideken még kifejezettebb (D panel), és az egyes
epitopok kozotti Osszefiiggés is erdsebbé valik (H panel). Jobban elkiiloniilnek a G panelen
lathato blokkok. A két blokk tagjai kozott csak gyenge kapcsolat mutathato ki (2-es, 7-es, 8-as
€s 6-0s, 11-es kozott). Ezzel szemben a Hsp60 epitdpok €s a coronariabeteg csoport esetén
er6sodik a 4-es, 10-es, 6-0s, 12-es és 5-0s epitdpokbol allo blokk tagjai kozott a kapcsolat a
kontrollesoporthoz képest (F panel). Ez a blokk viszont jelentds dsszefiiggést mutat az 1-es, 2-
es, 3-as epitopokkal (amelyek megerdsodését lathattuk a Hsp65 esetén). Mdas széval: a
betegekben jellemzden egylitt fordulnak eld ezek az antitestek. Ezt timasztja ala az is, hogy a
Hsp60 1-es, 2-es, 3-as epitdpokkal szemben szignifikansan emelkedett az antitestek szintje a
betegekben az egészségesekhez képest. Ugyanezek a keresztreagaldo antitestek erdsen
kapcsolodnak a Hsp65 1-es, 2-es, 3-as epitopjaival is. Ezekkel szoros 6sszefliggésben a Hsp65
4-es, 5-0s, 6-0s, 7-es10-es, 11-es és 12-es epitopok ellen is fokozott mértékben jelennek meg
antitestek a betegekben.

A keresztreagalo antitestek tilnyomo tobbségben vannak az egészségesekben és a betegekben
is azon antitestekhez képest, amelyek erdsebben (,,specifikusan™) reagdlnak az ikerpeptidek
human megfeleldjével. Két olyan epitopot jellemeztiink az egészségesek mintdiban korabban,
amelyek erdsebben ismerik fel a human epitopokat, mint a bakterialisat [az 1-es és 2-es
epitopok egy-egy részét (AA67-81 és 132-141 a Hsp60 molekulan)]. Megvizsgaltuk a két
szakasz (és bakterialis homologjaik) ellen az antitestek szintjét coronariabetegekben is (3.

abra).
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3. abra. 14 coronariabeteg szérumantitestjeinek reaktivitasa ,,human specifikus” Hsp60 és Hsp65 epitopokkal. A
bal oldali panelen az 1-es epitopra, mig a jobb oldalon a 2-es epitopra lokalizalodd peptid adatai lathatok
(p=0,0134, illetve 0,0017). Az adatok az 5. abran bemutatott eredmények részét képezik. Az antitestek
kimutatasa a tlihegyekhez kotott peptidek segitségével tortént

Eredményeink azt mutatjak, hogy hasonldan az egészségesek mintaihoz, a betegekben is jelen
vannak azok az antitestek, amelyek a jelzett két régioban a peptidek koziil a human
homoldgokat ismerik fel erésebben. Ezek az antitestek fokozott mértékben jelennek meg a
betegekben. A két régid része egy-egy nagyobb szakasznak, amelyeken a fehérjék N-
termindlisa felé elhelyezkedden keresztreagalo epitopokat talaltunk.

Az epitoptérképezéshez felhasznalt 12 kontroll és 14 beteg mintdjaban megmértiik a teljes
anti-Hsp60-IgG és anti-Hsp65-IgG mennyiséget is. A 4. dbra mutatja be, hogy az egyes
epitopok esetében mért reaktivitasok és a teljes fehérje esetén kapott AU/ml értékek milyen

Osszefiiggést (korrelaciot) mutatnak.
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4. abra. Az anti-Hsp60-IgG- és anti-Hsp65-IgG-antitestek korrelacidja az egyes epitoprégiokkal reagald
antitestekkel egészségesekben (n=12) és coronariabetegekben (n=14). Az egymas melletti tablazatok a Hsp60
(A) és a Hsp65 (B) szekvenciajanak megfelelden szintetizalt peptidek adatait mutatjak. A peptidek mellett bal
oldalon a kontrollszemélyek (Ko), jobb oldalon az ischaemias szivbetegek (ISZB) mintdinak korrelacios
eredményei vannak feltlintetve szinezéssel jelolt skalan. Az ANOVA eredménye (p-értékek) az alacsony
(<median) és magas (>median) Ossz-anti-Hsp60-I1gG és Ossz-anti-Hsp65-IgG szerint bontott csoportok (Ko és
ISZB) 6sszehasonlitasara vonatkozik. A tablazatok mellett feltlintetésre keriilt, hogy az adott epitopszakasz a
teljes molekula térbeli modelljén hol helyezkedik el.

Lényeges kiilonbségek figyelhetdk meg az Ossz-anti-Hsp60- és Ossz-anti-Hsp65-antitestek
epitdpreaktivitasokkal mutatott korrelacios tulajdonsagaiban. Egészségesekben az anti-Hsp60
autoantitestek csaknem minden epitoprégié valamely peptidjével mutatnak gyenge, pozitiv
Osszefiiggést (legerdsebben a 2-es, 4-es ¢és 7-es régiokban). Sok esetben azonban nem
tapasztalhatd Osszefliggés ott, ahol egyébként kimutathato epitopspecifikus antitest van. A
betegekben ez a kép teljesen megvaltozik, az 1-es, 2-es, 8-as €s 9-es epitopoknak megfelelden
negativ korrelaciot észlelhetiink, mig gyenge pozitiv Osszefiiggés jelenik meg a 4-es, 5-0s €s
erdsebb a 12-es epitopok teriiletén.

A Hsp65 epitopok és az anti-Hsp65-IgG Osszefliggésében teljesen eltérd kép abrazolodik.
Egészségesekben a kordbbiakban keresztreagalonak jellemzett 1-es, 2-es, 3-as, , 8-as, 9-es
epitdpok elleni antitestek és a teljes anti-Hsp65 kozott mutathato ki erds korrelacio. Ezek az
epitopok kivétel nélkiil kiilsé lokalizacidban helyezkednek el a tetradecamer molekula térbeli
modelljén. A coronariabetegekben ezzel szemben a 4-es, 5-0s, 10-es, 12-es epitopokkal

reagald antitestek és az anti-Hsp65-IgG kozott mutatkozik erds pozitiv Osszefliggés (és



gyengébb a 6-o0s €s 11-es régid peptidjeivel). Ezek az epitopok (a 4-es kivételével) a korabban
,bakterialis Hsp-specifikus” epitopokat tartalmazo blokkhoz tartoztak, €s a 11-es kivételével,
a tetradecamer molekula belsd, a foldingban kozvetleniil szerepet jatszo liregének felszinén
helyezkednek el.

Az epitdp vizsgalatokra vonatkozd eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat
tehetjiik: A human Hsp60 és M. bovis-Hsp65 0sszehasonlitd B-sejt-epitop-térképezése soran
12 epitdprégiot lehetett jellemezni egészségesek mintdival. Az epitopok tobbsége mindkét
molekulan megtalalhatd volt, azonban voltak olyan epitopok, amelyek csak a human Hsp60-
on, mig masok csak a Hsp65-6n voltak jellemezhetdek.

Egészségesekben dominaltak az olyan epitopspecificitasu antitestek, amelyek a tetradecamer
molekula kiils6 felszinét ismerik fel.

Coronariabetegekben a fokozott anti-Hsp60- ¢és anti-Hsp65-antitest-valasz az epitopok
szintjén is kimutathatdé. A Hsp65 molekula B-sejt-epitopjai vonatkozasaban epitopspreading
jelenséget észleltlink.

Coronariabetegekben az epitopspreading kiterjedt olyan antitestek megjelenésére, amelyet a
tetradecamer molekula belsd felszine ellen irdnyulnak.

Ezen eredményeinket bemutattuk a Magyar Immunolédgiai Tarsasag vandorgyiilésén ¢€s az

Semmelweis Symposiumon, a kézirat dsszeallitasa jelenleg is tart, varhato kozlés 2008-ban.

4. Célkitiizés
A humdan indukalhato Hsp70, a konstitutiv Hsc70, a Hsp70 N-, ill. C-termindalisat
reprezentdlo fragmensek és a M. bovis 70kD antigén komplementaktivalo képességének

jellemzése osszehasonlito modon.

Korabbi, 2002-ben publikalt munkank képezte alapjat munkahipotézisiinknek a Hsp70
fehérje komplementaktivald képességének tovabbi vizsgalatdhoz. Kisérleti stratégiankat
arra ¢épitettiik, hogy a Hsp70 direkt C1q kotés révén képes aktivalni a klasszikus
reakcioutat. A kisérletek megkezdése utan észleltiik, hogy a rekombinans uton eldallitott, és
endotoxin mentesként arult Hsp70 készitmények kevés, de valtozé mennyiségi
endotoxinszennyezést mégis tartalmaznak (<10 EU LPS/mg fehérje -92630 EU/mg
tartomany). Ez a szennyezés nem volt elhanyagolhato, sajnalatosan szoros 0sszefiiggést
mutatott a készitmények C1q koto képességével €s a Clg-haemolitikus tesztben
kimutathat6 gatld képességgel. A valoban endotoxin mentes Hsp70 fehérjének gyenge a

Clq koto képessége. Emiatt nagy valoszintiséggel, ha a Cl1g-nak van is barmi szerepe is a



Hsp70 indukalta komplementaktivacidban, annak bioldgiai jelentdsége feltehetden csekély.
A kevés biologiai konzekvencidval kecsegtetd kisérletekkel ezért felhagytunk, és szabad
energiankat a Hsp70 klinikai jellegzetességeinek vizsgalatara forditottuk. Beéllitottunk egy
szendvics ELISA mérést a solubilis, szérumban kimutathat Hsp70 mérésére, és ezt a mérést
patoldgias terhességben (preeclampsia és HELLP szindréma) és kontroll terhesekben
elvégeztiik. Eredményeink szerint (Molvarec et al, 2006 és Molvarec et al 2007a és 2007b)
a Hsp70 szérumszintje jelentdsen emelkedett preeclampsidban, HELLP szindroméaban
egészséges terhesekhez képest, mig a normal terhesekben a nem terhes n6khoz képest
csokkent szinteket mértiink. Eredményeink szerint a Hsp70 egyértelmii 6sszefiiggést mutat
a sejtkarosodas €s a szoveti stressz mértékével. A jelen palyazat kereteiben végzett
vizsgalataink kiindulési alapot jelentenek tovabbi kisérletekhez, melyekben
komplementaktivacios termékeket mériink majd az eltett mintdkban. Ezekkel a
kisérletekkel ujabb megvilagitasba helyezhetjiik a Hsp70 komplementaktivacidban jatszott
szerepét, hiszen az in vivo tett klinikai 0sszefliggéseket nem torzitjak a mérési technikakbol
szarmaz6 szennyezddések.

A komplementrendszer tovabbi vizsgalatara vonatkoz6 két in vitro eredményeken alapulo
cikket is publikaltunk a palyéazati periddus alatt (Udvarnoki et al, 2007 és Bir6 et al, 2007),
mig egy jelentdsebb klinikai tanulmanyban (Széplaki et al, 2007) komplement szabalyoz6
fehérjék €s komplement faktorok szintjének prediktiv értékét allapitottuk meg carotis
endarterectomia utan. Ezek a vizsgalatok szintén értékes adatokat szolgéltatnak majd a

Hsp70-komplementaktivacié kérdés tovabbi vizsgalatdhoz.

Egyéb, a palyazatban eredetileg nem tervezett munka leirasa

2006 folyaman a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani Intézetének munkatarsaival
kozosen egy in silico analizis adatait felhasznalva a hésokkfehérjék immunoldgiai
tulajdonsagainak ujszemléletli elemzését €s bemutatasat valositottuk meg (Nardai et al,
2007). Bar ehhez a vizsgalathoz — tekintettel a kisérletes munka hidnyara - konkrét anyagi
tdmogatast a palyazat nem jelentett, azonban a palyazati tAmogatas tényét feltlintettiik, mert
tematikajat tekintve a targykorhoz (hdsokkfehérjék immunologiai jellemzése) tartozo

hipotézis és eredmények kertiltek bemutatasra.
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