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Osszefoglalas

Az evolucios szempontbol Osibb, velesziiletett immunitas nem klonalis eloszlasu,
miuikddése soran polispecifikus felismerd molekulakat hasznal. A késObb megjelent, adaptiv
felismerd rendszer klonalis eloszlast, nagyfokt variabilitist mutatd antigén receptorokat
expresszalo sejteket haszndl. A természetes antitesteket (nAb) termelé B-1 B sejteket a
velesziiletett és az adaptiv immunitas kozti evolicios atmenetnek tartjuk. A nAb-ok olyan
immunglobulinok, amelyek az antigénnel val6 taldlkozas nélkiil is termelédnek. A nAb-ok
képesek idegen célmolekulak felismerésére €s igy részt vehetnek az immunologiai védekezes
elsé vonalaban egy fertézés soran. Az egészséges emberek ¢&s szisztémas autoimmun
betegségben szenveddk szérumaban egyarant jelen 1év0 természetes autoantitestek (nAAb)
evolucidos szempontbol konzervalt sajat strukturakat ismernek fel. Endoszimbiotikus
evolucios eredetiik miatt a mitokondriumba kompartmentalizalodott fehérjék egy érdekes
atmenetet képeznek a prokariota idegentdl (nem-sajat) a nélkiilozhetetlen (sajat) molekuldk
felé.

A jelen munka azokat a vizsgalatainkat foglalja 0ssze, melynek soran kimutattuk a
citrat szintdzt (CS) felismerd nAAb-ok jelenlétét. Megvizsgaltuk a ,,velesziiletett-szerii”
(innate like) és az ,autoreaktiv’ nAb-ok altal felismert epitopok lehetséges atfedéseit,
valamint tanulméanyoztuk a fiziologias autoreaktivitds valtozasait patologids autoimmun
allapotokban.

Az epitop térképezés elvégzéséhez bedllitottunk egy filamentozus bakteriofag alapt
random peptid konyvtar technikat. A metodika optimalizdlasdhoz modellként (a hepatitis B
virus X antigénjét és az egér CD45 molekulat felismerd) monoklondlis ellenanyagokat
hasznaltunk. A keringd autoantitestek tovabbi térképezéséhez létrehoztunk egy lambda fag
alapt CS antigén fragmens konyvtarat. Parhuzamos moddszerként szintetikus, atfedd
dekapeptidekbdl kialakitott, immunszerologiai tesztrendszert alkalmaztunk.

IgM izotipusi nAAb-okat tudtunk kimutatni a mitokondrialis bels6 membran CS enzim -
atfedo szintetikus peptidek ¢és fag felszinen megjelenitett konyvtarak hasznalataval,
egészséges egyének €s szisztémas autoimmun (SLE-s) betegek szérumaival végzett - epitdp
térképezése soran. Eredményeink szerint - mikdzben nincs a CS molekuldnak kizarélag az
egészséges egyének vagy az SLE-s betegek 4ltal felismert kitiintetett része - az epitdpok
finom mintadzata eltérd a két vizsgalt csoportban. Megvizsgaltuk a keresztreaktiv epitdpokat a
human CS-on, a bakteridlis CS-on, valamint kiilonb6z6 standard autoantigéneken. A human
¢s a bakteridlis CS kozott harom keresztreaktiv epitdpot talaltunk, valamint azonositottunk
egy keresztreaktiv antigén determinanst a nukleoszéma antigénen.

Az anti-CS nAAb-ok - a nAb halézatban valo részvételilk miatt - szerepet jatszhatnak a
,velesziiletett-szer’” védekezési mechanizmusokban, és egyuttal felismerhetik egy szisztémas
autoimmun betegség cél antigénjét (a nukleoszoma antigént). Tehat a felismerésre keriild
epitopok szintjén egy lehetséges Uj kapcsolat all fenn a humordlis immunrendszer
velesziiletett-szerli része valamint az adaptiv-autoimmun része kdzott. Hipotézisiink szerint a
nAbok egyes képviseldi antigén felismerd tulajdonsagaikat tekintve a velesziiletett immunitas
nem klonalis eloszlast mutatd mintazatfelismerd receptorait idézik. Ezzel funkcionalis
kapcsolatot teremtenek az immunrendszer evolicids szempontbol 6sibb €s a torzsfejlodés
soran késobb megjelent kompartmentjei kozott, a védekezé mechanizmusok fejlddésének
folyamatos jellegét sugallva.



Bevezetés

A kornyezetben taldlhaté mikroorganizmusok a kiilsé és belsé epithelidlis felszineken
keresztiil folyamatosan kapcsolatba keriilnek az emberi szervezetettel. Az evolicid soran
minden tobbsejtli ¢lélény kifejlesztett olyan védekezd mechanizmusokat, amelyek képesek
ezen pathogének eliminalasra anélkiil, hogy karositanadk a sajat struktarakat. Kovetkezésképp
a sajat ¢és nem-sajat kozti kiilonbségtétel kulcsfontossdgii az immunolégiai funkcidk
iranyitasaban, amely funkciok kiilonb6z6 felismerd rendszereken alapulva miikddnek: ezek a
velesziiletett és az adaptiv felismerd rendszer. Ez a két rendszer szdmos fontos funkcidéban
eltér egymastol, tovabba egylittmikodésiik nélkiilozhetetlen az immunologiai védekezés
megfeleld mitkodéséhez. Az evolicids szempontbdl régebbi velesziiletett és az Ujabban
kialakult adaptiv rendszereket Osszekotd hidként a kozelmultban leirasra keriilt az
immunolodgiai folyamatok egy harmadik csoportja is a természetes immunrendszer.

A velesziiletett immunitas a pathogének elleni védekezés els6 vonaldban jatszik
szerepet. Korai evolicids megjelenésére minden tobbsejti ¢€l6lényben, beleértve a
novényeket, gerincteleneket és gerinceseket, valo jelenléte utal. A velesziiletett immunitas
evolucios szempontbol 6si receptorokat haszndl. Ezeknek a nem-klonalis eloszlast
receptoroknak a pathogénekhez tarsuld molekulak széles korét kell felismerniiik a sajat-
struktarak karositdsa nélkiil. A pathogénekhez tarsulé molekuldris mintdzatok (PAMP) a
mikrobidlis metabolizmus konzervalt termékei €s nélkiilozhetetlenek a mikroba tuléléséhez.
Az ezen PAMP-okat felismerd receptorokat mintazatfelismerd receptoroknak (PRR)
nevezzilk. A PRR-ek hdrom funkcionalis csoportjat kiilonitjiik el: endocitozisra képes
receptorok, ugymint a C-tipusu lektinek, szekretalt fehérjék mint pl. a mann6z koto lektin,
valamint harmadik csoportként a Toll-like receptorokat (TLR).

A PAMP-ok tobb PRR célmolekuldi kozott is szerepelnek. A PRR-ek olyan, az elsé vonal
béli védekezés helyeire stratégiailag lokalizalt, sejteken expresszalodnak mint a felszini ham,
a lép marginalis zo6ndja, valamint antigén prezentald sejteken (APC), igymint a makrofagok
¢s a dendritikus sejtek.

Fontos itt megjegyezni, hogy a TLR csalad tagjai altal felismert ligandok széles kore magéban
foglalja a glikoproteineket, ami az adaptiv felismeré rendszer felé mutat. gy a TLR csalad
lehetséges, hogy egy fontos mérfoldkovet jelent az adaptiv immunitésra jellemzd felismerd
rendszer felé.

A PAMP-ok felismerése altal okozott egyik legfontosabb esemény a CD80 (B7.1) és a CD86
(B7.2) kostimulacios molekuldk sejtfelszini expressziojanak fokozodasa az APC-k felszinén,
ami a T-dependens adaptiv immunvalaszok elinditdsdhoz sziikséges. Ezért a velesziiletett
immunitas amellett, hogy kozvetlen elsé vonal béli védekezO mechanizmusokat aktival,
jelentdsen hozzajarul az adaptiv valaszhoz is.

Az antigén specifikus immunolégiai védekezésre elkotelezett sejtek (T és B sejtek) szdmara
megfeleld mikrokdrnyezetet biztositd specializalt nyirokszerveket (csontveld, thymus, 1ép,
nyirokcsomdk, a szaraz ¢s nedves testfelszineken talalhatdé szervezett nyirokszovetek)
tartalmazé adaptiv immunrendszer az evolucié sordn késObb jelent meg. Az adaptiv
immunitas a gerincesekben a felismeré molekuldk gyakorlatilag végtelen készletét hozza
pathogének altali kihivasokhoz.

Az adaptiv immunitdsban rendelkezésre 4ll6 nagyszdmu antigén receptorral jard elony, a
sajat-strukturdk  potencialisan kéaros felismerésének kockazatival jar egyiitt, ami
autoimmunitashoz vezethet. Ezért gondosan szervezett szelekciés mechanizmusok miitkodnek
a potencialisan hasznos klonok kivalasztasara és az autoreaktiv klonok elimindlasra vagy
inaktivalasara.

Mivel a velesziiletett felismerd rendszer tokéletesen kiilonbozteti meg a sajat és a nem-sajat
struktarakat, a velesziiletett immunitas részvétele az adaptiv valaszok aktivalasaban alapveto
fontossagu a periférias tolerancia fenntartdsaban.



Természetes immunrendszer

A kozelmultban leirasra keriilt egy jol koriilhatarolt immunoloégiai mechanizmus a
velesziiletett és az adaptiv immunrendszer koézott. A limfocitdk jellemzd fenotipust és
specializalt funkci6ji meghatarozott csoportjai - T €s B sejtek egyarant — részt vesznek ebben
a rendszerben. A Bl B sejtek és a yOT sejtek intenziv kutatds targyat képezik egérben és
emberben egyarant. Ezek a sejt alcsoportok kozos fenotipusos sajatsagokat mutatnak valamint
rendelkeznek a velesziiletett és az adaptiv rendszerekre jellemz6 tulajdonsdgokkal, ami egy
atmeneti allapotra utal az immunrendszer evolicidja soran. A yOT és a B1 B sejtek antigén
felismerésének funkciondlis jellemzdi (valamint a B1 B sejtek altal termelt immunglobulinok)
kozelebb allnak a mintazat felismerd receptorok tulajdonsagaihoz, mint a klasszikus adaptiv
tipusu immunolégiai felismeréshez, a felismerd receptorok azonban klasszikus T és B-sejt
receptorok.

B1 B sejtek

A periférias naiv B sejt készlet harom kiilonb6z6 alcsoportra oszthato: érett follikularis
B sejtek, marginalis zona B sejtek és B1 B sejtek. A follikularis B sejtek a T-dependens
centrum germinativum valaszokban vesznek részt, mig a marginalis zona B sejtek, specialis
anatomiai elhelyezkedéslik miatt, a véraram Utjan érkezé pathogénekre valaszolnak T-
independens modon. Mivel a marginalis zona B sejtek nagy mennyiségben expresszaljak a
CD80 ¢s CD86 kostimulacios molekuldkat, prezentalhatjdk a véraram utjan érkezd
antigéneket a T sejtek szadmadra, igy részt vehetnek a T-dependens valaszokban is. Tovabba a
follikulusok irdnyaba antigén transzportalo sejtként is miikodhetnek.
Eredetileg a B1 B sejteket azok CD5 expresszidja, egy korabban T sejt specifikusnak tartott
glikoprotein marker, alapjan kiilonitették el a B2 sejtektdl. Késobb egy CD5” B1 B csoport is
fejlodési igényeirdl kevés adat all rendelkezésre, azonban, igy tiinik, hogy a BCR/CD19
komplex alapvetd fontossagli a Bla és a B1b sejtek kozti fejlodési dontésekben. A sejtfelszini
fenotipus mellett a Bl B sejtek szdmos olyan tulajdonsdggal rendelkeznek, ami
megkiilonbozteti 6ket a konvencionalis B2 sejtektol. A B1 B sejtek egy onmegujitasra képes
populéciot jelentenek, nagy szamban talalhatok meg a peritonedlis és a pleuralis iiregekben,
mikozben gyakorlatilag hianyoznak a periférids nyirokcsomokbdl és alacsony szamban
talalhatok meg a 1épben. In vitro hosszu életiiek, forbol észterekkel proliferaciora birhatok, a
BCR keresztkotésével aktivalhatok. A Bl B sejtek immunglobulin repertoarja korlatozott a
felhasznalt immunglobulin gének szdmaéban, a J-proximalis V gének atrendezddése dominal
¢s jelentdsen kevesebb N inzerciot tartalmaz mint a B2 sejteké.
A Bla sejtek funkcidi magukban foglaljdk az immunvélasz korai szakaszaban val6 részvételt
¢s legfontosabban a természetes antitestek termelését, amit az is aldtdmaszt, hogy a
besugarazott egérbe adoptiv transzferrel atvitt B1 sejtek visszaallitjdk a normalis IgM szintet.
Ezek az adatok valamint a B1 B sejtek altal termelt természetes antitestek tulajdonsagai arra
utalnak, hogy a B1 B sejtek egy evolucios atmenetet képviselnek a velesziiletett és az adaptiv
immunitas kozott.

Természetes antitestek és természetes autoantitestek

A természetes antitestek (nAb) foként IgM izotipusi immunglobulinok, amelyeket a
B1 B sejtek termelnek az antigénnel vald6 immunizalds nélkill. Ezek az antitestek
felismerhetnek genetikailag konzervalt pathogén szekvencidkat és igy részt vehetnek a
fertozések soran bekovetkezd védekezés elsé vonaldban. Ezzel szemben az egészségesek és
szisztémads autoimmun betegségben szenveddk szérumaban egyarant megtalalhatd természetes
autoantitestek (nAAb) az evolicid soran konzervalt sajat struktarakat ismernek fel. A nAAB-
ok tobbsége IgM vagy IgG izotipust, polireaktiv és széles tartomanyu affinitdst mutat a
felismert epitopokhoz. A nAAB-ok szdmara szamos funkciot javasoltak: részt vehetnek az
immunologiai repertodrok szelekcidjaban, szerepet jatszhatnak az elsddleges immunvalasz
felgyorsitasaban, eldsegithetik az apoptotikus sejtek eltakaritasat, gyulladas gatlé hatasuk
lehet, valamint hozz4jarulhatnak az immunrendszer egyenstlydnak fenntartdsdhoz. A nAb-ok
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megkiilonboztetése a nAAb-oktol kiss¢ mesterkéltnek tlinhet, mivel a természetes antitestek
termelésének hatterében allo B1 immunglobulin gén készlet korlatozottsaga valamint a nagy
szamu felismert antigén miatt, valoszinii, hogy jelen vannak sajat nem-sajat keresztreakciot
mutato specificitdsok.

Mitokondrialis bels6 membran enzimek

Az €16 sejt alapvetd Osszetevoi tigymint a citoszkeleton, metabolikus organellumok,
transzporterek, a transzkripcid és a transzlacidé molekuldris Osszetevoi stb. genetikailag
konzervaltak. Az ezen strukturdkkal szembeni immunoldgiai tolerancia fenntartasa alapvetd
funkcionalis feladata az immunrendszer mindharom részének. A mitokondrium
nélkiilozhetetlen az eukariota sejt mikddéséhez. A mitokondridlis fehérjéket befolyasold
genetikai elvaltozasok, amennyiben a mutacid egyaltalan Osszeegyeztethetd az é€lettel, sulyos
kovetkezményekkel jarnak. Endoszimbiotikus evoluciés eredetiik miatt a mitokondriumba
kompartmentalizalodott fehérjék egy érdekes atmenetet képeznek a prokariota idegentdl a
nélkiilozhetetlen sajat molekuldk felé. Ez ideig korlatozott azon a nAAb-ok altal felismert
human antigéneken végezett epitdop térképezésre iranyuld vizsgalatok szédma. Kiilondsen
kevés adat ismert a velesziiletett és a sajat strukturdkkal reagdlo nAb-ok altal felismert
epitopok kozti lehetséges atfedésekrol.
A mitokondrialis dsszetevok szerkezeti és funkcionalis konzervaltsaga kijeldlt antigénné teszi
azokat a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszok kozti evolucios kapcsolatok részletes
vizsgélatara. A primer bilidris cirrhosis kivételével nem ismert klasszikusan a mitokondriumot
célzo autoimmun betegség, ami jol megalapozott tolerancidra utal a velesziiletett és az adaptiv
szinten egyarant. A belsé6 membran enzimek, kiilondsen a citrat kor enzimei (koziiliik is a
citrat szintaz (CS)) megfeleld modellt jelentenek immunoreaktivitasuk vizsgalatdra, mivel a
sejtek fiziologias korforgdsa sordn folyamatos kapcsolatba keriilnek a velesziiletett és az
adaptiv komponensekkel egyarant. Ezen molekuldk immunolégiai felismerése és a veliik
szembeni immunoreaktivitds kevéssé tanulmanyozott, valamint jorészt ismeretlen a
fizioldgias autoreaktivitas valtozasa pathologids autoimmun allapotokban.

Az értekezés célkitiizései
1. A bakteriofag felszinen megjelenitett random peptid konyvtar technika beallitasa keringd

ellenanyagok epitdp térképezésére.

2. nAAb-ok kimutatdsa egészséges egyének valamint szisztémds autoimmun betegségben
szenvedd betegek szérumabol.

3. Az anti-CS nAAb-ok affinitas tisztitasa utan kiilonb6z6 mitokondrialis bels6 membran
enzimekkel, bakteridlis CS-al, valamint ismert autoantigénekkel mutatott keresztreaktivitasuk
vizsgalata.

4. Lambda fag felszinen megjelenitett CS antigén fragmens konyvtar 1étrehozésa.

5. Az anti-CS nAAb-ok altal felismert epitdpok Osszehasonlitdsa egészséges egyénekben és
szisztémas autoimmun betegségben (SLE) szenvedd betegekben.



Modszerek

Betegek és kontroll szérumok

Ebben a munkaban egészséges egyének szérum mintdi: 63 magyar véradd a pécsi Baranya
Megyei Vértranszfizios Allomastol; 51 brit véradd és 176 finn véradéd standardizalt mintai
(Prof. Fiist Gyorgy ¢s Dr. Prohaszka Zoltan, SOTE III. Belgyogyaszat, altal rendelkezésiinkre
bocsatva); 44 egészséges ujsziilott a pécsi Gyermekgyogyaszati Klinikarol; valamint
szisztémas autoimmun betegek mintdi: 326 klinikailag jol dokumentélt szisztémas lupus
erythematosus-ban (SLE), rheumatoid arthritis-ben, differencidlatlan kotészoveti betegségben,
polymiositisben/dermatomyositisben, szisztémdas szklerézisban, Raynaud szindromaban és
Sjogren szindromaban szenvedd beteg a pécsi Immunoldgiai és Reumatoldgiai Klinikarol,
kertiltek felhasznalasra a Pécsi Tudomanyegyetem OEC Etikai Bizottsdganak engedélyével.

Mitokondrialis enzim specifikus autoantitestek detektalasa ELISA-val

96-lyuku mikrotiter lemezeket sertés szivbdl szarmazd citrat szintazzal (CS, EC 2.3.3.1),
malat dehidrogenazzal (MDH; EC 1.1.1.37) és piruvat dehirogenazzal (PDH; EC 1.2.4.1)
érzékenyitettiink 0.1M karbonat pufferben. A nem-specifikus kotdhelyek 0.5% zselatinnal
vald telitése utdn mosé pufferben 1:100 higitdsban triplikditumban inkubaltuk a
szérummintdkat 1 6rdn at. Végiil HRPO-konjugalt anti-humén-IgA, vagy -IgG, vagy —IgM
specifikus masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a lemezeket 1 o6ran at. A reakcidt o-
feniléndiaminnal hivtuk elé és 492 nm-en mértiik le. A kiiszobértékeket minden vizsgalt
csoport esetében a mért OD492 adatokbdl szdmitottuk. Az atlagot 2SD-vel meghaladé OD-
vel rendelkezd szérumokat tekintettiik pozitivnak. Minden mérést az altalunk kordbban
kifejlesztett monoklonalis anti-CS antitesttel standardizaltunk (klon 4H3ES).

Szérumok affinitas tisztitasa CS-on

A sertés szivbol szarmaz6 CS-t cianogén-bromid aktivalt sepharose 4B-hez kotottik. 30
egészséges €s 14 autoimmun beteg 15 ml szérumat haromszor engedtiik a4t a CS-sepharose
gyantan. Mosas utan az antitesteket pH 2.5 glicib-HCL-el elualtuk, a frakciokat 1 M TRIS-el
neutralizaltuk, majd indirekt ELISA-val teszteltiik CS reaktivitdsukat HRPO-konjugalt anti-
human-IgA, vagy -1gG, vagy —1gM specifikus masodlagos ellenanyagokat hasznalva.

A CS-on affinitas tisztitott szérumok keresztreaktivitisanak vizsgalata

A mas mitokondridlis enzimekkel vald keresztreaktivitast indirekt ELISA-val vizsgaltuk
sertés szivbdl szarmazé6 MDH-t és PDH-t hasznélva antigénként.

Az E.coli CS-al valo reaktivitast tlhegyre szintetizalt dekapeptidekkel vizsgéltuk a kordbban
leirtak szerint.

A kiilonb6z6 autoimmun betegségekben szerepet jatszd autoantigének felismerését kvantitativ
mérésekre kifejlesztett indirekt ELISA rendszerekkel vizsgaltuka kovetkezd antigéneken:
kettds szala DNS, nukleoszoma, Cenp-B, MPO, PR3, alfa-fodrin, gyomor parietalis sejt,
intrinsic faktor, Asca, gliadin, szdveti transzglutaminaz, kardiolipin, P2-glikoprotein-1,
foszfatidil szerin, prothrombin, Sm, RNP, SSA, SSB, Scl-70, Jo-1, CCP, thyreoglobulin,
glomeruléris bazalmembran.

Immuncitokémia

Az SLE-s betegekbdl affinitas tisztitott anti-CS szérumokkal Hep-2 sejteken végzetiink
immuncitokémiat. A lemezeket PBS-ben 1:100 higitott szérumokkal inkubaltuk 30 percig.
3x5 perc mosas utan PBS-ben 1:100 higitott nytl anti-human IgM masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk a lemezeket 30 percig. Mosas utan a kotodott antitesteket egy kecske anti-nyul
FITC konjugatummal tettiik lathatova.



A random peptid konyvtar szelekcioja

A pVIII M13 kdpenyfehérje N-terminalisahoz fuzionalt kilenc aminosavas random peptideket
megjelenitd filamentézus fag konyvtarat korabban hoztdk létre. A technika beallitdsara
eldszor két, a hepatistis B virus X antigénje (HBX) és az egér CD45 molekula ellen
kifejlesztett (IBL-8 mAb), mAb-al végeztiikk a szelekciot. Az SLE-s betegekbdl affinitas
tisztitott anti-CS szérumokkal a biopanning technikat hasznilva végeztiik a szelekciot.
Mikrotiter lemezeket érzékenyitettlink a mAb-okkal vagy az affinitds tisztitott anti-CS
szérumokkal (40 pg/ml az elsd és 4 pg/ml a masodik €s harmadik dusitasi ciklusban). Mosas

¢s blokkolds utan 10 fagot adtunk a rendszerhez és 2 oran at inkubaltuk. Mosas utan a
kotédott fagokat eludltuk, majd neutralizalas utdn 10 ml E.coli XL1-Blue kultarat fertztiink
veliik és ampicillin tartalmu LB agar lemezekre vittiik fel a baktériumokat. A kovetkezd nap a

telepeket lekapartuk a lemzekrdl és 10 ml LB médiumban reszuszpendaltuk azokat, majd 1011
M13KO7 helper faggal feliilfertéztiik a kultarat. Ejaszakan at tar6 37 °C-on vald inkubacio
utan a fagokat kicsapassal tisztitottuk. A dusitast minden szelekcids 1épés utan fag pool-okon
elvégzett indirekt ELISA-val kovettilk. A harmadik dusitasi ciklus utan véletlenszertien
kivalasztott klonokat vettiink fel és indirekt ELISA-val teszteltiik a szelektald szérummal
mutatatott reaktivitdsukat. Az ELISA eredmények alapjan 40 klont valasztottunk ki DNS
szekvenalasra.

A rekombinans atfedo HBX fragmentumok eléallitasa

A HBX gén harom atfedd szakaszat PCR-el amplifikaltuk BamHI és EcoRI restrikcios
helyeket tartalmazé primereket hasznalva. A fragmenseket a pGEX-6P-1 expresszios
vektorba klonoztuk. Minden konstrukcidt szekvendldssal ellendriziink. A fazios fehérjéket
E.coli DHS5-alfaban expresszaltuk, majd egy glutatation S-transzferdaz (GST)-glutation
affinitas oszlopot modositasokkal hasznalva megtisztitottuk a rekombinans fehérjéket.

Aramlasi citometria
A feltételezett IBL-8 epitdpot hordozd fagok gatld hatasat kicsapassal tisztitott fagokkal

vizsgaltuk. A fagokat (10“/ml) 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk 1 pg/ml tisztitott
mAb-al 100 pl végtérfogatban, majd a fag-mAb keveréket 50 pl nyirokcsomod
sejtszuszpenziohoz (5x10° sejt/ml) adtuk. 20 perces jégen valé inkubécié utan, a sejteket
mostuk, majd phykoerithrin konjugalt kecske anti-patkany IgG ellenanyaggal inkubaltuk dket.
A reakciot ismételt mosassal allitottuk le, a sejteket fixaltuk, majd &ramlési citométerrel
analizaltuk. A kovetkezd kontrollokat alkalmaztuk: CD45RA/B220 mAb az IBL-8 mAb
helyett, és M 13 fagok az IBL-8 epitopot expresszald fagok helyett.

A CS antigén fragmens konyvtar létrehozasa

Egy egészséges véradd periférias vérébél tisztitott 3x10° mononuklearis sejtb6l RNS-t
izolaltunk. 5 pg totdl RNS-el reverz transzkripcidt végeztiink Superscript II RT enzimet
hasznalva. A teljes hosszi huméan mitokondridlis citrat szintdzt kodol6 cDNS-t a kovetkezd
primerekkel amplifikaltuk: 5’-ATGGCTTTACTTACTGC GGC-3° és 5’-
TTACCCTGACTTAGAGTCCAC-3’. A PCR reakcio 100 ul végtérfogatban a kovetkezoket
tartalmazta: 300mM mindegyik dNTP-b6l, 1.5 mM MgSO,, 1 uM mindegyik primerbdl, 5 pl
c¢DNS ¢és 5 unit ProofStart DNS polimeraz; az amplifikaciot a kdvetkezd profillal végeztiik:
95 C 5min, majd 35 ciklus: 95 C Imin, 51 C 30s, 72 C 2min, végs6 extenzio: 72 C 10 min.
A PCR terméket 1.5%-0s agar6oz gélen valasztottuk el, majd megtisztitottuk. A-addicid utan
T/A vektorba klonoztuk. Az inzertet szekvenaldssal ellendriztiik.

A konyvtar létrehozasat a lambdaD-bio fag display vektor (Dr. Alessandra Luzzago altal
rendelkezésiinkre bocsatva; Instituto di Ricerche di Biologia Molecolare, Olaszorszag )
felhasznalasaval a végeztiik. Az inzerteket Spel és Notl helyeket tartalmazé random primerek
valamint templatként a fent emlitett plazmidb6l BamHI és EcoRI emésztéssel kivagott CS
cDNS felhasznalasaval allitottuk eld. Tisztitas €s méret szelekcid utdn az inzerteket Spel és
Notl enzimekkel emésztettiik.



Husz ligacios reakciot allitottunk Ossze, amelyek mindegyike 1 pg Spel/Notl emésztett
lambdaD-bio DNS-t, 25 ng Spel/Notl emésztett inzertet és 30U T4 DNS ligazt tartalmazott
Sul végtérfogatban, majd 48 d6ran at 4C —on inkubaltuk. A ligdcios reakcidt ezutan fenol-
kloroformmal extrahaltuk, etanollal kicsaptuk, majd lambda fag részecskékbe csomagoltuk. A
lambda fagokat log fazisti E.coli BB4 fert6zésével ¢és LB agar lemezekre valo felvitelével
amplifikaltuk. A plakkok kialakulasa utan a fagokat elualtuk, kicsapassal koncentraltuk, és
proteaz gatlokat tartalmaz6 pufferben reszuszpendaltuk.

A CS antigén fragmens konyvtar affinitas szelekcidja
Az affinitds tisztitott anti-CS szérumokkal vagy az anti-CS mAb 4H3ES-el mikrotiter

lemezeket érzékenyitettiink 10 pug/ml koncentracidban. Blokkolas utan 1010 faggal inkubaltuk
a lemezeket 2 6ran at. A lyukakat Otszor mostuk, majd a kotddott fagokat, E.coli BB4
sejteknek a lyukakban torténd megfertézésével, visszanyertiik. A fert6zott baktériumokat LB
agar lemezekre vittiik fel, majd a fagokat a fent ismertetett modon elualtuk és koncentraltuk.
Az affinitas szelekcidot még egyszer megismételtiik, majd egyedi klénokat valasztottunk ki
DNS szekvenalasra.

Eredmények és megbeszélésiik

A bakteriofag felszinen megjelenitett random peptid konyvtar technika beallitasa

A bakteriofag felszinen megjelenitett random peptid konyvtar technika beéllitdsdhoz, a
konyvtar szelekcidjat kezdetben két monoklondlis ellenanyagunkkal (mAb) végeztiik,
amelyeket az egér CD45 molekulaval valamint a hepatitis B virus X antigénjével szemben
allitottunk eld. A CDA45, egy transzmembran foszfotirozin foszfataz, egyike a leukocitak altal
legnagyobb mennyiségben expresszalt glikoproteineknek. A molekula N-terminalis kozeli
exonjainak alternativ splicingja és valtozd expresszidja eltérd, erdsen glikozilalt,
extracellularis izoformak megjelenéséhez vezet a kiilonbozd érési allapoti és kiilonbozod
funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezd sejteken. Célunk a C exonnal szembeni 0j patkany
mAb-unk (IBL-8) epitdpjanak térképezése volt, valamint az IBL-8 felhasznaldsaval a
CD45RC izoforma expresszios mintdzatanak meghatarozasa érett és éretlen egér B sejteken.
A 20 szekvenalt klon kozott, két kismértékben eltéré nonapeptideket expresszald csoportot
azonositottunk. A kloénok ezen két csoportja aminosav sorrendjének a CD45 molekula primer
szekvenciajaval valo 0sszevetése a 136-144. aminosavban (ADTAFPVDT) jeloli meg az IBL-
8 altal felismert epitopot. Ez a szekvencia az egér CD45 molekula C exonjaban talalhato. A
cA3 és a cB6 fagokkal, mint a két csoport jellegzetes képviseldivel, valo eldinkubacio teljes
mértékben meggatolta a nativ antigén IBL-8 altali felismerését.
Kutatési és diagnosztikai felhasznalasra tobb mAb-ot fejlesztettiink ki a hepatitis B virus X
antigénje (HBX) ellen. A hepatitis B virus (HBV) fontos etiologiai tényezd a kronikus
hepatitis, a cirrhosis és a hepatocellularis karcindma kialakuldsdban. A HBV genom legkisebb
olvasasi kerete, az X, egy 154 aminosav hosszusaga, 17 kDA-os, erdsen hidrofob és szamos
diszulfid kotést tartalmazoé fehérjét kodol. A HBX egy olyan multifunkcionalis szabalyozo
fehérje, amely szabdlyozza a transzkripcidt, a genotoxikus stresszre adott sejtvalaszokat, a
protein degradaciot, valamint hatdssal van a jelatviteli utakra, azonban a HBX preciz
funkcigja nem teljesen ismert. Az immunizaldshoz valamint az azt kovetd teszteléshez
glutatation S-transzferdzhoz (GST) fuzionalt rekombinans HBX fehérjét hasznaltunk. Az
ujonnan eldallitott mAb-ok finom epitop specificitdsit nem ismertiik. A tovabbi
alkalmazasokhoz azonban fontos volt megismerniink az ezen antitestek epitoép specificitdsara
vonatkoz6 informacidkat.
Immunoblot és ELISA vizsgalatok alapjan tiz klont valasztottunk ki DNS szekvenalasra. Ezn
kléonok aminosav sorrendjének Osszevetése alapjan az LPxxLH konszenzus szekvencidt
kaptuk. Ez a szekvencia megtalalhaté a HBX primer szekvencidjaban (88-93. aminosav).



A random peptid konyvtarral kapott eredmény megerdsitésére, 1étrehoztunk hdrom, a HBX
77-142. aminosavait atfogd, atfedé GST fuzios peptidet. Az anti-HBX mAb kizarolag a 77-
116. aminosavaknak megfeleld peptidet ismerte fel. A 96-135. aminosavakat valamint a 116-
142. aminosavakat tartalmazé szakaszok nem mutattak reaktivitast. A rekombindns HBX
szakaszok Osszevetése alapjan kizardlag a 77-95. aminosavig terjedd szekvencia
tartalmazhatja az anti-HBX mAb altal kotott epitopot. Ez a szamitas alatdmasztja a random
peptid konyvtar szelekcidjaval kapott eredményt.

Osszefoglalva, egy filamentdzus bakteriofdg felszinen megjelenitett random peptid kényvtarat
hasznaltunk két mAb-unk epitoptérképezésére. A technika jo megkozelitésnek bizonyult mind
egy sejtfelszini molekula (CD45) mind pedig egy specidlis fiziko-kémiai tulajdonsagokkal
rendelkez6 fehérje linedris epitopjainak térképezésére.

Anti-mitokondrialis, enzim specifikus ellenanyagok egészséges egyénekben és szisztémas
autoimmun betegekben

ELISA technika hasznélataval, egészséges egyének és szisztémas autoimmun betegek
szérumaban egyarant kimutattuk a CS-t, MDH-t és PDC-t felismerd antitestek jelenlétét.
Izotipus specifikus ELISA alapjan az IgM izotipust enzim specifikus antitestek gyakrabban
vannak jelen az Osszes vizsgalt alcsoportban, mint az IgG vagy IgA izotipustiak. Az
egészséges egyének alcsoportjai kozott nem taldltunk kiilonbséget; azonban az anti-CS és
anti-MDH antitestek el6fordulasi gyakorisaga jelentésen magasabb volt az autoimmun
betegben, mint az egészséges kontrollokban.
Vizsgalatainkat a CS specifikus [gM izotipusu autoantitestekkel folytattuk, mivel ez a csoport
mutatta a legjellegzetesebb mintazatu eloszlast. Egy 5 éves periddus alatt minimalisan 3
ismételt mintagyljtéssel kovettilk az anti-CS IgM autoantitestek titerét 53, brit és magyar
véradok kozil kivalasztott, egészséges egyénben. Eredményeink szerint az egyedi szérumok
CS reaktivitasa allandé maradt ez alatt az iddszak alatt.
Eredményeink, miszerint ezen antitestek nagy része IgM izotipus, mar Gjsziilottekben is
jelen van, valamint szérum titerilk hosszu tava allandosaga felnéttekben, arra utalnak, hogy
ezek az ellenanyagok a korai posztnatalis élet soran kialakulé nAAb repertodr részei.

A CS reaktiv szérumok affinitas tisztitasa és keresztreaktivitasuk vizsgalata

A nem-specifikus kotddések zavard hatdsanak kikiiszobolésére,a tovabbi kisérletekhez
affinitds kromatografiaval anti-CS antitesteket tisztitottunk 44 human szérumbol (30
egészséges €s 14 autoimmun beteg: 9 SLE-s, 3 szisztémas szkler6zisos €s 2 rheumatoid
arthritis-es). Az affinitéstisztitds csak azokban az esetekben jart sikerrel, amikor az aktudlis
szérum kimagasldan nagy anti-CS reaktivitast mutatott (OD492 > 1.5). Az ilyen szérumokbol
elualt anti-CS antitestek kizarolag IgM izotipustiak voltak.
Az affinités tisztitott anti-CS antitestek mas mitokondridlis enzimekkel (MDH és PDC) valo
keresztreaktivitasat indirekt ELISA-val vizsgaltuk. Az affinitas tisztitott anti-CS antitestek
ezek kozul egyik antigént sem ismerték fel. Mivel korabbhi vizsgélatok azt suggalltak, hogy a
természetes antitestek fontos szerepet jatszanak a humordlis immunvélasz velesziiletett
immunitas szerd részében, megvizsgaltuk a lehetséges atfedéseket a nAAb-ok altal felismert
epitopokban az emlds €s a bakteridlis CS-on. A mitokondrium prokaridta erdete miatt, a CS
egy vonzd célmolekula a sajat-reaktiv nAAb-ok azon képességének vizsgalatara, hogy
epitopokat ismerjenek fel ugyanazon molekula nem-sajat megfeleléén. Ehhez az emlés CS-on
affinitds tisztitott szérumokat hasznaltunk az E.coli CS-on vald epitdptérképezésre, atfedo
szintetikus peptid technikat hasznalva. Mind6ssze harom keresztreaktiv szekvenciat talaltunk:
124-133. aminosav: FRRDSHPMAV (azonossidg a human CS-al: 40%, hasonldsag: 60%);
174-183. aminosav: MCYKYSIGQP (azonossag a human CS-al: 30%, hasonlosag: 40%);
valamint 351-360. aminosav: YFIEKKLYPN (azonossag a human CS-al: 40%, hasonlésag:
60%). A harom felismert szekvencia csak korlatozott homologidt mutat a human CS-al,
jollehet a megfeleld poziciokban jelen vannak esetleges horgonyzo funkcidval bird
aminosavak. Ezek az aminosavak vagy pozitiv vagy polaros oldallancokat tartalmaznak, ami
Osszhangban van a nAAb-ok epitopjainak preferalt aminosav Osszetételérél korabban
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megjelent munkdkkal. A haromdimenzids modell szerint a harom peptid a molekula felszinén
helyezkedik el. Tovabba a peptidek koziil kettd (124-133. és 174-183.), jollehet 50 aminosav
valasztja el Oket a primer szekvencidban, a nativ fehérje szerkezeti modelljén szoros
kozelségeben taldlhatok, ami arra utal, hogy ezek ugyanannak az antigenitasért felelOs
régionak felelnek meg.

Az affinités tisztitott anti-CS szérumok, kiilonb6z6é autoimmun betegségekben szerepet jatszo
autoantigénekkel valo keresztreaktivitdsanak vizsgalatara, indirekt ELISA vizsgalatokat
végeztiink kereskedelmi forgalomban kaphat6 autoantitest kimutaté rendszerekkel (a vizsgalt
antigének felsorolasat lasd a modszerekben). Két SLE-s betegbdl affinitas tisztitott anti-CS
szérum felismerte a nukleoszéma antigént. A nukleoszoma készitményben 1évé CS
szennyezés lehetdségének kizarasara, a 4H3ES anti-CS mAb-unkat hasznaltuk ugyanabban az
ELISA rendszerben. Eredményeink megerdsitésére kompeticios ELISA vizsgalatokat
végeztiink, kompetitorként sertés szivbdl tisztitott CS-t hasznalva.

Tovabbi megerdsitést keresve megvizsgaltuk Ujabb 46 SLE-s beteg szérumat CS és
nukleoszoma reaktivitasra, majd elvégeztiik a CS affinitastisztitast a 11 kettds pozitiv (magas
CS ¢és nukleoszoma reaktivitas) beteg szérumabol. Az 6sszes emlitett 11 CS affinités tisztitott
szérum felismerte a nukleoszoma antigént, amely reaktivitds gatolhatd volt a CS-al végzett
kompeticidval. Ezen tulmenden fluoreszcens immuncitokémiat végeztiink Hep-2 sejteken. A
CS affinitas tisztitott SLE-s szérumok koziil mindegyik alacsony-kdzepes festési erdsséget
eredményezett a magban — a nukledluszok konzekvensen negativak voltak -, ami megfelel a
nukleoszomak felismerésének. Tovabbd kozepes-magas intenzitdsti festddést talaltunk a
citoplazmaban, ami megfelel a CS felismerésének. Eredményeink alapjan keresztreaktivitas
all fenn az SLE-s betegekbdl szarmazo anti-CS antitestek és a nukleoszoma antigén kozott.

A CS antigén fragmens konyvtar létrehozasa

A peptidek bakteriofag felszini megjelenitése egy széles korben, valtozatos
alkalmazasokra haszndlt technika. A legéltalanosabban hasznalt rendszerek valamely
filamentozus fag kopenyfehérjéhez vald fuzion alapulnak. Ezen fagok életciklusa azonban
korlatozza a megjelenithetd peptidek méretét, ezért a fag felszinen megjelenitett CS antigén
fragmens konyvtar 1étrehozasahoz a lambda fagokat valasztottuk.
A kényvtar megkozelitéleg 107 inzertet hordozo klont tartalmaz. Elszor a 4H3E5 mAb-al
elvégzett affinitas szelekcioval teszteltiik a konyvtarat. A masodik affinitas szelekcié utan 30
klont valasztottunk ki DNS szekvenalasra. Ezek kozott ismétlddden 4 szekvenciat talaltunk.
Ezeket a szekvencidkat a human CS 7-65. aminosavig terjedd szakaszanak feleltethetjiik meg,
mAb-unk minim4lis epitopjat pedig a 31-59. aminosavakra korlatozhatjuk.

A CS antigén fragmens konyvtar affinitas szelekcioja CS-on tisztitott szérumokkal

Miutan megmutattuk a fag felszinen megjelenitett CS antigén fragmens konyvtarunk
epitop térképezésben vald hasznalhatosagat, tovabbmentiink az affinitas tisztitott anti-CS
szérumok epitop térképezésére. Két ciklus affinitds szelekcié utdn, minden szelektalod
szérumnak megfeleléen 20 klont valasztottunk ki DNS szekvenalasra. Az anti-CS mAb-
unkkal végzett szelekcioval ellentétben ezek a klonok rovid szekvencidkat hordoznak, amik
szintén megfeleltethetdek a human CS-nak. Ezek a rovid szekvencidk a human CS szekvencia
teljes hossza mentén helyezkednek el, és tigy tlinik, hogy a két szérum csoport gyakorlatilag a
molekula azonos régioit ismeri fel. A fag felszinen megjelenitett antigén fragmensekkel
kapott eredményeink alapjan, mikdzben nincs a CS molekulanak kizarolag az egészséges
egyének vagy az SLE-s betegek altal felismert kitiintetett része, az epitopok finom mintazata
eltérd a két vizsgalt csoportban.

A random peptid konyvtar szelekcidja CS-on tisztitott szérumokkal

Az SLE-s betegek CS affinitds tisztitott szérumainak meglepd nukleoszoma
keresztreaktivitasat nem lehetett egyértelmiien megmagyarazni sem a szintetikus peptidekkel,
sem pedig a fag felszinen megjelenitett antigén fragmensekkel végzett epitop térképezés
eredményeivel. Ezért elvégeztiik egy kilenc aminosavas random peptid konyvtar szelekcidjat
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két SLE-s betegbdl CS affinitas tisztitott szérummal. Ebben a rendszerben a random peptidek
nagy kopiaszdmban keriilnek megjelenitésre, megkonnyitve az esetleges alacsony affinitasu
interakciok azonositasat. A 40 szekvenalt klon hasonld peptideket hordoz, amelyek részleges
homologiat mutatnak a human CS-al. Izolaltunk egy fag klont (YAAPSHQSH fag#5), amely
a human CS 145-150. aminosavanak megfelelé peptidet hordoz, majd kompeticiés ELISA-t
végeztiink vele mind a CS-al mind pedig a nukleoszoéméval. Eredményeink szerint a fag#5
gatolta az SLE-s betegekbdl de nem az egészséges egyénekbdl CS affinités tisztitott szérumok
CS reaktivitasat. A nukleoszoma reaktivitas blokkolasanak vizsgalatakor a fag#5 hatékonyan
blokkolta az SLE-s betegek CS affinitds tisztitott szérumainak reaktivitisat. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a CS-nukleoszoma keresztreaktivitast legalabbis részben
olyan antitestek okozzak, amelyek a fag#5 altal utdnzott CS epitdpot (145-150. aminosav)
ismerik fel. A human CS-on azonositott keresztreaktiv epitop (145-150.) szintén a molekula
felszinén talalhato meg. Erdemes itt megjegyezni, hogy annak a régionak a része, amely az
E.coli CS keresztreaktiv determindnsok koziil kett6t is tartalmaz (124-133. és 174-183.).
Véleménylink szerint, a molekula ezen része (124-183.) a sajat-reaktiv (patologids) és a
velesziiletett szerti nA Ab-ok 6 célpontja. Nem talaltunk homolégiat az izolalt human CS 145-
150. peptid fragmens valamint a nukleoszoma fehérjék primer szekvencidi kozott, az izolalt
szekvencia motivum (AALPSH) azonban hidrofob ¢&s valoszinlileg képes hasonlo
immunreaktivitads kivaltdsdra, mint a szintén erdsen hidroféb nukleoszoma fehérjék.
Eredményeink felhivjdk a figyelmet a sajat-strukturakat felismerd haldzat olyan altaldnos
megvaltozasara patologids allapotokban, amely keresztreaktiv epitdp mintdzatokat
eredményezhet.

Elméleti kovetkeztetések és jovobeli lehetéségek

Osszefoglalva, sikerrel alkalmaztunk egy filamentozus fag felszinen megjelenitett
random peptid konyvtarat két mAb-unk (anti-CD45RC ¢és anti-HBX) epitdp térképezésére.
Kimutattuk a CS-t felismerd nAAb-ok jelenlétét. Létrehoztunk egy lambda fag felszinen
megjelenitett CS antigén fragmens konyvtarat, valamint kimutattuk, hogy a CS-on talalt
epitdp mintdzat eltérést mutat fiziologids 4llapotban és patologids (SLE) allapotban.
Keresztreaktiv epitopokat azonositottunk a humdn és a bakterialis CS kozott. Tovabba a CS
affinités tizstitott szérumok keresztreaktivitasat mutattunk ki a nukleoszoma antigénnel. Ezek
az adatok arra utalnak, hogy elméletben egy adott sajat-antigénre ,,specifikus” nAAb részt
vehet a velesziiletett-szerli védekezési mechanizmusokban, és ugyanakkor felismerheti egy
szisztémds autoimmun betegség cél antigénjét. A nAb-ok termeléséhez hasznalt
immunglobulin gén repertoar korlatozottsdga, ezen gének kozel csiravonali szekvencidja,
valamint a nAb-ok jelen munkénk soran kimutatott ligand kotési promiszkuitasa alapjan,
feltételezziik, hogy a nAb-ok antigén felismerd tulajdonsdgaikat tekintve a bevezetdben
emlitett mintazatfelismerd receptorokat idézik. Tehat a felismerésre keriild epitopok szintjén
egy lehetséges 0j kapcsolat 4ll fenn a humoralis immunrendszer velesziiletett-szeri része
valamint az adaptiv-autoimmun része kozott.
A genetikailag konzervalt struktardk kiilonleges szerepet toltenek be a kiillonb6z6 bioldgiai
szabalyozasokban, beleértve a metabolizmust, az endokrin szabdlyozéast, a sejt-sejt
interakciokat, az intracelluldris jelatvitelt valamint az immunvalaszt. Jol ismertek az
autoimmun betegségekben célponttd vald antigének valamint a kiilonb6z6 patogének (virusok
¢s baktériumok) konzervélt szekvencidi kozti primer szerkezetbeli homologidk. Ez az
ugynevezett ,,molekularis mimikri" intenziv kutatdsok targya, azonban a fertézések kdzvetlen
oki szerepét az autoimmun betegségek kialakuldsdban csak néhany beteg esetében sikertilt
bizonyitani. Ezek a vizsgélatok elsdsorban a primer szerkezetben 1évé homologidkra
koncentralnak, azonban,- ahogy erdeményeink is suggaljdk — az emlds antigének és a
mikroorganizmusokra jellemz6 struktardk kozti fiziko-kémiai molekularis megjelenés beli
hasonlosdgok képezhetik a bioldgiai felismerés valddi szerkezeti alapjat. Annak ellenére,
hogy az E.coli CS és az emlds CS hosszii homoldg szakaszokat tartalmaznak a primer
szerkezetlikben, az altalunk autoantitestekkel azonositott keresztreaktiv epitopok eltérd primer
szekvenciat hordoznak, erdsen azonos elektromos toltésti és hidrofobicitasi motivumokkal.
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Tovabbd nem mutathaté ki homoldgia a nukleoszoma antigén primer szerkezete és a
keresztreaktiv epitopként azonositott emlds CS szekvencia kozott. Azonban, hasonld fiziko-
kémiai molekularis felszinnel rendelkez6 aminosav csoportok valosziniileg jelen vannak, €s a
CS-specifikus IgM autoantitestek mindkét antigént hasonld aviditassal ismerhetik fel.
Eredményeink egyetértésben vannak a kozelmultban publikalt adatokkal, amelyek alapvetd
szerepet javasolnak a konzervalt antigének haromdimenziés molekularis megjelenésének a
célz6 immunvalaszban, valamint a toleranciaban egyarant.

Az immunvalasz elinditdsdhoz hasonldan a tolerancia fenntartasa is magaban foglalja
az immunrendszer mindharom szintjét. A velesziiletett, a természetes €s az adaptiv
immunrendszer Osszetevoi kozti egyiittmiilkddés zavara a célz6 immunvalasz valamint a
tolerancia karosoddsat egyarant eredményezheti, eldsegitve az immundeficiencidk és a
patologids autoimmun jelenségek kialakulasat.
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