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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A disszertacié helyesirasanal A magyar helyesiras szabalyai (1), az Orvosi helyesirasi
szotar (2), a Brencsan Orvosi szotar (3) és A magyar orvosi nyelv tankonyve (4) cimi

szakkonyvek iranyelveit €s szabalyzatat kovettem.

ACPA citrullinalt protein ellenes antitest

AH anchestral haplotype (6si haplotipus)

AFA filaggrin ellenes antitest (anti-filaggrin antibody)
AKA keratin ellenes antitest (anti-keratine antibody)
ANA antinuklearis antitest

anti-CCP ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest
anti-MCV modositott citrullinalt vimentin ellenes antitest
AP-1 aktivator protein-1

APF antiperinuklearis faktor

Arg arginin

BAFF B cell-activating factor/B-sejtet aktivalo faktor
Blys B lymphocyte stimulator/B-lymphocytat stimulalo
Breg szabalyozo/regulatoros B-sejt

CD40L CDA40 ligand

CEP-1 citrullinalt enolaz peptid-1

COX ciklooxigenaz

cFb citrullinalt fibrinogén

CIA kollagénindukalt arthritis

Cit citrullin

CK kreatin-kinaz

CK7 citokeratin-7

CRP C-reaktiv protein

CTLA-4 citotoxikus T-lymphocyta antigén 4

D dohanyos

DA dohanyos asthmas beteg

diab.mell. diabetes mellitus

diff.adeno: differencialt adenocarcinoma

5
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DK dohanyos kontroll

DM dermatomyositis

DMARD betegségmodositd gydgyszer (disease modifying anti-rheumatic drug)
DNS dezoxiribonukleinsav

DS dohanyos sarcoidosisos beteg

dsDNS dupla szala DNS

DT dohanyos tumoros beteg

EBNA Epstein-Barr virus nuklearis antigénje

EBV Epstein-Barr virus

EIRA Epidemiological Investigation of Rheumatoid Arthritis
ELTE E6tvos Lorand Tudomanyegyetem

EMG electromyogram

eMV endothel eredetii MV

EV extracellularis vezikula

FACS Fluorescence-activated cell sorting, aramlasi citometria
Fb fibrinogén

Fc antitest konstans régidja

FcyR IgG konstansrégiot kotd receptor

FCS fetal calf serum, borjaszérum

FSC forward scatter

Fv antitest variabilis régioja

FLICE FADD-szerti IL-1p3-konvertalo enzim

GOT glutamat-oxalacetat-transzaminaz

GPT glutamat-piroszdldsav-transzaminaz

HLA human leukocytaantigén

HPT hypertonia

iC. intracellularis

ICOS Inducible T-cell COStimulator/Indukalhat6 T-sejtet kostimulalo
ICOSL ICOS ligand

IFCC International Federation of Clinical Chemistry

IFN interferon

IL interleukin


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=FADD%2dlike%20interleukin%2d1%20beta%2dconverting%20enzyme
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IMACS International Myositis Assessment and Clinical Studies
IRF-5 interferonregulator-faktor 5

IVIG intravénas immunglobulin

LDH laktat-dehidrogenaz

MCP-1 monocytakemotaktikus protein 1

MDAJ5 melanoma differentiation-associated gene 5
MHC major histocompatibility complex

MIRNS micro RNS

MRNS messenger RNS

MTA Magyar Tudomanyos Akadémia

mucin mucintermeld daganat

MV mikrovezikula

MVB multivezikularis test

MSA myositisspecifikus autoantitest

MYOACT VAS Myositis disease activity assessment visual analogue scale

N nem dohanyos

NA nem dohanyos asthmas beteg

NARAC North American RA Consortium

nem diff.adeno: differencialatlan adenocarcinoma

nem szekr: nem szekretald tumor

NF- kB nuklearis faktor-kB

NK nem dohényos kontroll

NS nem dohéanyos sarcoidosis beteg
NSCLC: nem kissejtes tiidorak

NT nem dohanyos daganatos beteg

PAD peptidil-arginin-deiminaz

PADI peptidil-arginin-deiminaz génje

PBS phosphate buffer saline/foszfatpufferso
PBMC periférias vérbdl szarmazd mononuklearis sejt
PEG poli-etilénglikol

PM polymyositis

pMV thrombocyta eredetii MV



PTPN22
RA

RF

RNS
RUNX1
SCLC
SE

SEM
SLC22A4
SLE
SONORA
SPA
SRP

SSc

SSC
STAT
STNF
STNFR
SUMO-1
T

TACE
TGF

Th

TMA
tmTNF
TNFRSR11A
TNF
TNFR
Treg

uv
VAS
ZAP-70
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proteintirozinfoszfataz, nem receptor fajta 22
rheumatoid arthritis

rheumatoid faktor

ribonukleinsav

runt related transcription factor 1

kissejtes tiidorak

shared (k6zos) epitop

standard error of the mean

solute carrier family 22 member 4
szisztémas lupus erythematosus

Study of New Onset Rheumatoid Arthritis
spondylarthritis

signal recognition particle/szignalfelismerd részecske

szisztémas sclerosis

laphamrak, illetve side scatter

Signal Transducer and Activator of Transcription

szolubilis tumornekrozis-faktor
szolubilis tumornekrozisfaktor-receptor
small ubiquitin-like modifier 1

timin

TNF-a-konvertal6é enzim

transforming growth factor

helper T-sejt

tissue microarray

transzmembran TNF

NF-«xB receptor aktivator génje
tumornekrozis-faktor
tumornekrozisfaktor-receptor
szabalyozd/regulatoros T-sejt
ultraibolya

visual analogue scale/vizualis analogskala

zétalanc-asszocialt proteinkinaz 70
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3. BEVEZETES

A szisztémdas autoimmun reumatoldgiai korképek igen heterogén tiinetekkel jaro
betegségesoportot képviselnek. Gyakran kiséri Oket iziileti, vese- és tiidOérintettség, és
altalaban jellemzd a szteroidok terapias hatékonysaga (kivételt képez ez aldl tobbek
kozott a szisztémas sclerosis [SSc], hiszen ebben a betegségben a szteroid ronthat a
beteg 4allapotan). Overlapszindromaként is jelentkezhetnek, azaz két vagy tobb
kotdszoveti betegség klinikailag és szerologiailag atfedhet: példaul polymyositisben
(PM) rheumatoid arthritisre (RA-ra) jellemzoé, eroziv polyarthritis jelentkezhet, vagy a
magas ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest (anti-CCP) szint szisztémas lupus
erythematosusban (SLE-ben) SLE-RA overlapszindromara utalhat. Az autoimmun
reumatoldgiai korképek kialakuldsdban a kornyezeti (fert6zés, dohdnyzas stb.) és
genetikai (human leukocytaallélek [HLA-allélek]) tényezoknek nagy szerepe lehet.
Foként a 30-50. éveiben jar6é ndket érintik. A betegek szdmara jelentds betegségterhet,
valamint stlyos életmindség- ¢s funkcioromlast okoznak, és a szervi karosodas
megelézése, valamint a gyulladds kezelése kihivast jelent a gyakorld orvos szdmara.
Bizonyos teriileteken (elsésorban RA-ban) a biologikumok megjelenésével egyre
kivalobb gyogyszerek allnak rendelkezésiinkre, ennek ellenére vannak terapiarezisztens
betegcsoportok. A tart6s remisszié aranya szintén alacsony (RA-ban 20-40%, mig a
tobbi szisztémas autoimmun korképben ennél is alacsonyabb), és altalaban nem érhetd
el végleges gyogymod, bar korai RA-ban beszamoltak gyogyszermentes remissziorol is
a BeST-vizsgalatban (5). Mindezen megfontolasok alapjan érthetd, hogy a patogenezis
jobb megismerése, a kivalto okok ¢és hajlamositd tényezOk, valamint a
patomechanizmus szerint elkiilonitett alcsoportok feltérképezése kulcsfontossagu. A
korai diagndzisnak ¢€s a korai (agressziv), céliranyos kezelésnek kiemelt jelentdsége

van.

3.1. Autoimmunitas

3.1.1. Az immunrendszer funkcioja

Az immunrendszer fiziologidsan véd az idegen behatasoktol (baktériumok, virusok,
egyéb korokozok, toxinok), immunvalaszt produkal elleniik (sejtes és humoralis

formaban), és ezt a valaszt hosszi idére megjegyzi (immunoldgiai memoria). A valasz
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alapja a sajat strukturak és a korokozok kiilonbozosége (elsdsorban fehérje-, valamint
nukleinsav-, lipid- és szénhidratszinten). Az immunrendszer nem csak az idegen
tamadasokat érzékeli, hanem aktivan felismerve elfogadja/toleralja (centralis és
periférias) sajat struktarait (negativ szelekcio, anergia, Treg-Breg miikddés sth.). Tehat
lényegében az idegen miliét aktivan elkiiloniti a sajattdl, a sajat allandosagat aktivan
fenntartva. Fontos hangstlyozni, hogy aktiv, energiaigényes folyamatrdl van sz6. Az
immunrendszer mitkodésében szabalyozasi zavarok alakulhatnak ki: 1) az autondém
mikodésiive  valo, megvaltozott sajat struktarat tovabbra is toleralja, ami
daganatképzodést idézhet eld; ii) az idegent és a sajatot nem képes hatékonyan
elkiiloniteni (keresztreaktivitas, molekularis mimikri, poszttranszlaciés modositas miatt
megvaltozott  szerkezet, a tolerancidért felelds faktorok eltoléddsa), ami
autoimmunitashoz vezethet; ii1) a fertézésekkel szemben nem nyujt megfelelden

hatékony védelmet.

3.1.2. Autoimmun folyamat kialakulasahoz vezeté zavarok az

immunrendszer mikodésében

Az immunrendszer alapjat/hardverjét az egyén génallomanya (DNS) adja. Hogy ezen a
hardveren az immunolégiai szoftverek (idegen diszkriminacidja, sajat aktiv toleranciaja)
hogyan, milyen hatékonysaggal, egyaltalan futnak-e, az a kornyezeti tényezoktdl is fiigg
(epigenetikus hatas). Autoimmunités esetén a ,,hajlamositd” hardveren/génallomanyon
(pl. HLA-allélek) futé immunologiai szoftvert (sajat és nem sajat elkiilonitése)
megzavarjak a kornyezeti tényezOk (dohanyzas, fertézések), ami immunregulacios
zavarhoz (autoantitestek és autoreaktiv T-sejtek megjelenése) vezethet. Ez az allapot
tekinthet6 az autoimmun betegségek preklinikai stadiumanak, ahol kizarolag
laboreltérések tapasztalhatok klinikum nélkiil. Az immunregulicidos zavar meértéke,
illetve tovabbi genetikai/kornyezeti tényezok indukald hatdsa szabja meg, hogy a
folyamat autoimmun korképben manifesztalodik-e. Korai fazisaban a betegség részben
reverzibilis klinikai tiinetekkel és jelekkel jar, és altalaban ebben a stadiumban érhetd el
jo eredmény gyogyszerrel. Majd hosszi tavon a korosan miikodé immunrendszer
effektorai (sejtek, illetve az altaluk termelt citokinek, extracellularis vezikulak stb.)
gyakran stlyos szervkarosodassal jaro, irreverzibilis elvaltozasokat idézhetnek eld. A
kovetkezd alfejezetekben ezen vezérfonal mentén tekintjik at az autoimmun

reumatologiai korképek patomechanizmusat (1. tablazat) (6).

10



DOI: 10.14753/SE.2013.1800

1. tablazat Autoimmun betegségek patomechanizmusa (Nagy Gy. konyvfejezete alapjan, In: Szekanecz Z.,
Reumatoldgia: egyetemi jegyzet) (6)

Genetikailag fogékony egyénekben a kérnyezeti tényezék immunregulacios zavart idézhetnek el (genetikai és
kornyezeti tényezék kélcsonhatdsa). A zavar tovabbi triggerek (virusfertézés, stressz stb.) hatdsdra betegségben
manifesztalodhat. A tiinetekkel kisért korképre szamos effektortényezd koros miikodése jellemzd. A gyulladds hosszu
tavon szervkdrosoddssal jaro, irreverzibilis elvaltozdsokat idézhet eld a szervezetben.

Roviditések: PTPN22 proteintirozin-foszfataz nem receptor tipus 22, TNF tumornekrozis-faktor, UV ultraibolya,
ACPA citrullinalt protein ellenes antitest, RF rheumatoid faktor, ANA antinuklearis faktor, anti-DNS
dezoxiribonukleinsav ellenes antitest, IL interleukin, IFN interferon, MV mikrovezikula, SPA spondylarthritis

Genetikai és Immunreguliciés zavar | Betegség korai stadiuma
A kroénikus gyulladas
kornyezeti (betegségmegel6z6 (Klinikai tiinetek
kovetkezményei
tényezok allapot) megjelenése)

Genetika Autoantitestek Effektorsejtek RA: csont- és
HLA-DRB1 ACPA T- és B-lymphocytak porcdestrukcid
HLA-B27 RF monocytak, makrofagok SSe: tiidéfibrosis
PTPN22 antiszintetaz antitest fibroblastok
TNF-promoter ANA, anti-DNS Citokinek SPA: ankylosis
Kornyezet Autoreaktiv T-sejtek TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17, SLE: veseelégtelenség
dohanyzas 2-es tipusi kollagénre, IFN-o, IFN-y PM: izomatrophia,
virusok citrullinalt proteinekre Extracellularis vezikulak o _

tiidéfibrosis
baktériumok reaktiv sejtek exosoma
UV-sugarzas MV

apoptotikus test

3.1.3. Genetikai tényezok szerepe az autoimmun reumatologiai betegségek

kialakulasaban

Altalanosan elfogadottnak tekinthetd, hogy a genetikai fogékonysag sziikséges (de
onmagaban nem elégséges) az autoimmun betegségek kialakuldsdhoz. Bar szédmos
esetben nem, vagy csak részben ismerjiik az egyes korképekre hajlamositd genetikai
tényezoket. A jelen fejezetben attekintiink néhany, klinikai relevanciaval bird genetikai
tényezot.

Az MHC-géneknek (major histocompatibility complex) — elsésorban az MHC II-es
osztaly — Kkitlintetett kockéazati szerepe van a szisztémds autoimmun reumatoldgiai
korképekben (2. tablazat) (7). Ezek a gének kodoljak tobbek kozott a HLA-alléleket
(MHC l-es osztaly: HLA-A, B, C; MHC ll-es osztaly: HLA-DP, DQ, DR), melyek
alapvetd szerepet toltenek be a sajat és idegen fehérjék bemutatasaban. Az RA genetikai
hatteréért jelentds részben a HLA-DRBL1 all¢lek hordozasa felel (8, 9), mig a DR2
(HLA-DRB1*1501) ¢s DR3 (DRB1*0301) allélek polimorfizmusai pl. SLE-re

11
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hajlamositanak - bar jelentségiik nem olyan kifejezett, mint RA-ban (10). SSc-ben a

szindromaban tobbek kozott a HLA-A24 gyakoribb (12). SPA-ban ezzel szemben az
MHC I régi6 érintett, a betegség HLA-B27-tel vald szoros 0sszefiiggése régota ismert
(13). Erdekes modon a HLA-DR3 asszociacié tobb autoimmun betegségben (pl. ACPA-
negativ RA és PM/DM) kimutathatd (2. tablazat) (14, 15). A DR3 locus egy Osi
haplotipus része (anchestral haplotype [AH] 8.1), amely magaba foglalja az MHC III
régiot is. Az MHC III locus kédolja pl. a TNF-a-t, tehat a DR3-asszociacio
feltételezhetGen a gyulladas mértékét befolyasolhatja (16).

Genetikai tényezd ¢s kdvetkezményes immunregulacids zavar kapcsolatara példa RA-
ban a HLA-DRBL all¢lek hordozasa ¢s az ACPA-pozitivitas kozotti Osszefliggés, mig
PM/DM-ben bizonyos HLA-allélek myositisspecifikus autoantitestekkel (MSA-val)
val¢ tarsulasa (17).

Az MHC-n kiviil a proteintirozin-foszfataz (PTNP22) polimorfizmusai is szamos
autoimmun betegségben (RA, SLE, SSc, arthritis psoriatica, Wegener-granulomatosis,
1-es tipusu diabetes mellitus, Addison-kor és Graves—Basedow-kor) megfigyelhetok
(18). A PTPN22 befolyasolja a T-sejtek aktivacios kiiszobét, ezaltal altalanossagban
autoimmunitasra hajlamosit, és a fennall6 mas genetikai és kdrnyezeti tényezoktol fiigg,
hogy jelenlétében mely korkép alakul ki. RA-ban példaul a HLA-DRBL1 allélek
hordozasa esetén (gén-gén kolcsonhatas) szamit kockazati tényezének (19).

A TNF alapvetd szerepet jatszik a szisztémdas autoimmun  korképek
patomechanizmusaban: TNF-promoter-polimorfizmust leirtak RA-ban, SPA-ban, SLE-
ben, SSc-ben és PM/DM-ben (2. tablazat) (6).

A T-sejtek aktivalodasahoz elengedhetetlen a kostimulaci6. Ezzel szemben a CTLA-4
molekula gatld szignalt kozvetit a T-sejt szamara, és megakadalyozza annak
effektorsejtt¢ differencidlodasat. A CTLA-4 polimorfizmusait szdmos autoimmun
betegséggel Osszefliggésbe hoztak, tobbek kozott autoimmun thyreoditissel, SLE-vel és
RA-val (2. tablazat) (7, 20).

Az immunkomplex medialta autoimmun betegségekben (SLE és RA) szamos FcyR-
polimorfizmust (IgG konstansrégiot koté receptor) leirtak (6, 7). A szervezet ezen
receptorok segitségével elimindlja a kiilonb6zd szervekben (pl. vese, iziilet) lerakodott

immunkomplexeket. Az FcyR-ok eltérései a gyengébb kotddés miatt az
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immunkomplexek felszaporodasahoz vezethetnek, és ezaltal pl. lupus nephritisre
hajlamosithatnak (2. tablazat) (6).

A komplementrendszer szintén fontos szerepet t6lt be az immunkomplexek
eliminalasaban, eltéréseit szamos autoimmun korképben (RA, SLE) igazoltak (7). A
komplementrendszer aktivaciojanak kiilondsen SLE-ben van jelentdsége az autoimmun
korképek koziil, a ritkan el6fordulo teljes Clg-hiany példaul 90%-os valdsziniiséggel
vezet a betegség megjelenéséhez, de a gyakoribb komplementhianyok (C2 és C4)
szintén fokozzak az SLE kialakulasanak kockazatat (2. tablazat) (6).

2. tablazat Genetikai tényez6k autoimmun reumatologiai betegségekben

Genetikai eltérések Autoimmun betegség

(Auto)antigén prezentalasa (MHC)

HLA-DRB1 ACPA-pozitiv RA
HLA-DR2, HLA-DR3 SLE
HLA-AL, HLA-BS és HLA-DR3 SSc
HLA-A24 Sjogren-szindroma
HLA-B27 SPA

Autoreaktiv sejtek kialakuldsa
PTPN22 RA, SSc, arthritis psoriatica
CTLA-4 RA, SLE

Gyulladas mértéke
TNF-promoter RA, SPA, SLE, SSc és PM/DM
HLA-DR3 6si haplotipus asszociaci6 ~ ACPA-negativ RA, PM/DM

Immunkomplexek elimindlasa
FcyR RA, lupus nephritis
komplementrendszer SLE, RA

3.14. Kornyezeti tényezok szerepe az autoimmun  kérképek

kialakulasaban

A kornyezeti tényezok koziil a fertézések emelendék ki. RA-ban a parvo virus B19, a
rubeola ¢és a Porphyromonas gingivalis szerepét feltételezik, mig az Epstein-Barr virus
(EBV) mind RA-ban, mind SLE-ben kockazati tényez6. PM/DM-ben tobbek kozott a
Coxsackie, echo és influenza virus szerepe meriilt fel (17). Fert6zéseken kiviil az UV-

sugarzas is betegséget indukalhat SLE-ben és PM/DM-ben. Az RA és a dohanyzas

13



DOI: 10.14753/SE.2013.1800

Osszefliggését régota ismerjiik. Szdmos tanulmany igazolta, hogy a dohanyzas a shared
epitopot (SE) kddolo HLA-DRBI allélek hordozasa esetén fokozza az ACPA-pozitiv
RA kialakulasanak kockazatat, tehat egy genetikai és egy kornyezeti tényezd
kolcs6nhatasa immunregulacios zavarhoz, illetve betegséghez vezethet. SLE-ben
szintén igazoltdk a dohanyzds triggereld hatdsat, valamint Osszefliggését a betegség
stlyossagaval és a dupla szala DNS (dsDNS) titerrel (21).

Meg kell emliteniink a kornyezeti tényezokrol, hogy a civilizalt 21. szazadunkban az
ipari fejlodés kovetkeztében immunrendszeriink mind tobb és tobb, az emberi faj
szamara ¢évezredekig ismeretlen, mesterségesen eldallitott/modositott anyaggal
(élelmiszeripar, vegyipar, épitGipar, gyogyszeripar Stb.) taldlkozik nap mint nap.
Réadasul a ,,civilizacios tisztasag”, az étrend megvaltozasa, a véddoltasok, a széles korii
antibiotikumhasznalat, a globalizacido kovetkeztében a virusok/baktériumok intenziv
transzferje és nagyfoku genetikai variabilitasa ujfajta modon szabalyozhatja az
immunrendszert. Valamint a korabbi évszazadokhoz képest felgyorsult, stresszes
immunrendszer miikodését. Mindezek utan nem meglepd, hogy a komplex haldzatnak
tekinthetd immunrendszer nincs felkésziilve ezekre az evolucidés szempontbol Uj
hatasokra, ami tobbek kozott allergias betegségekben ¢és autoimmunitasban

manifesztalodhat.
3.1.5. Atiineteket megel6z6 immunregulacios zavar —preklinikai stadium

A genetikai és kornyezeti tényezOk kdlcsonhatasaként 1étrejové immunregulacios zavar
autoantitestek  és  autoreaktiv  T-sejtek  megjelenése, illetve  megvaltozott
citokin/immunsejtegyensuly (Th1l/Th2/Th17/Treg) formajaban valosulhat meg. Ez az
allapot tlinetmentes, preklinikai szakasznak tekinthetd, és nem feltétleniil vezet
manifeszt betegséghez. Az immunregulacids zavarra jellemz6 laboratoriumi eltérések
(biomarkerek) diagnosztikus és prognosztikus jelentéségiiek lehetnek. SLE-ben példaul
a diagnozis felallitasa elott is jelen lehetnek az anti-DNS antitestek. RA-ban az
immunglobulinok Fc része ellen képz6édé RF és a citrullinalt fehérjék ellen képzodo
autoantitestek, az ACPA-k évekkel megelézhetik a betegség kialakulasat, és rossz
prognosztikai jelnek tekintendék (22). Autoreaktiv T-sejtek (ll-es tipusu kollagénre

vagy citrullinalt proteinekre specifikus T-sejt klonok) szintén kimutathatok az RA
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kialakulasa el6tt (23). Hasonlo modon PM-ben az anti-Jo-1 autoantitestek altalaban mar
a myositis diagnozisakor jelen vannak (24).

Immunregulacios zavar esetén - ahogy emlitettiik - hiba csuszik a ,,sajat” és az ,,idegen”
elkiilonitésébe és az immunvalasz szabalyozasaba (ugyanakkor a korokozok elleni
védekezés rendben miikodhet). A hiba egyik oka lehet a sajat struktira megvaltozasa
egyes fehérjék poszttranszlacios modositasa miatt. Ennek pregnans példaja RA-ban az
immunologiai tolerancia elvesztése bizonyos citrullindlt fehérjékkel szemben
(citrullindlt alfa-enoldz, vimentin, fibrin). Feltételezik, hogy a dohanyzas fokozza a
citrullinaciot a peptidil-arginin-deiminaz (PAD) enzim expressziojanak befolyasolasan
keresztiil (25), valamint modulalja az immunrendszert (26), ami egylittesen
hozzajarulhat az ACPA-képzéshez.

A nem sajat-sajat diszkriminaciojat a keresztreaktivitas is megzavarhatja: RA-ban a
human alfa-enoldz immundominans része (citrullinalt enolaz peptid-1 [CEP-1]) 82%-
ban azonos a szajnyalkahartya-patogén Porphyromonas baktérium o-enolazanak
megfeleld szakaszaval, és a CEP-1 ellenes antitestek RA-ban mind a human, mind a
bakterialis enolazzal reagalnak (27). A citrullinalt human a-enolaz kimutathato az RA-s
synoviumban is (28). A viralis keresztreaktivitasra példa az EBV RA-ban (29): a
virusantigének hasonldsdgot mutatnak a synovialis fehérjékkel (az EBNA-1
glicin/alanin ismétlédései) és az EBV gpl10 glikkoprotein SE szekvenciat (a SE
jelentOségét lasd késébb) tartalmaz. Az EBNA-1-r6l kimutattak, hogy citrullinalodhat,
és a virus antitesttermelést indukalhat a citrullinalt fehérjék ellen. Az anti-EBV titer
magasabb az RA-s betegekben (29).

3.1.6. A betegség kezdete — a tiinetek megjelenése

Kevéssé tisztazott, hogy az autoimmun betegségeket pontosan milyen tényezok inditjak
be. Ahogy emlitettik, a hajlamosito tényezdk (dohanyzés, virusfertdzés)
immunregulaciés zavart okozhatnak, de sok esetben eld is hivhatjdk a klinikai
tiinetekkel kisért korképet. Ugyanakkor egy nagyobb pszichés megterhelés, illetve
hormonalis  valtozasok (terhesség, postpartum iddszak) szintén betegséget

indukalhatnak a hajlamosité faktorok jelenlétében.
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3.1.7. Effektorok a kialakult autoimmun betegségben

Az autoimmun korképet akkor diagnosztizaljuk, ha az immunregulacidés zavarhoz
Klinikum is tarsul. Fontos hangsulyozni, hogy az anti-DNS, ACPA vagy RF pozitiv
egyének egy részénél nem alakul ki betegség. Gyakran virus- vagy bakterilis fert6zés
inditja be a tiinetekkel és laboreltérésekkel kisért betegséget. Az autoimmun gyulladast
az effektormechanizmusok (sejtek és az altaluk termelt mediatorok) szabalyozzak, és az
adott korképre jellemzé klinikumot is meghatarozzak. Ebben a fejezetben roviden
osszefoglaljuk az effektortényezoket kitérve fobb funkcioikra is.

Sejtek

Az autoimmun betegségekben az autoreaktiv T- és B-sejteknek kitlintetett szerepe van.
A korosan aktivalodott T-sejtek proinflammatorikus mediatoraikkal (citokinek,
extracellularis vezikulak [EV-K] stb.) makrofagokat vonzanak a gyulladas helyére.
Fokozodik az angiogenesis és a sejtadhézios molekuldk expresszioja, aminek hatasara
még tobb leukocyta juthat a célszervbe (30). Szamos sejttipus aktivalodik (fibroblastok,
osteoclastok, endothelsejtek, hizosejtek), amelyek Osszességében szervkarosodast (pl.
porc- és csontmatrix bontasa, fibrosis) idézhetnek el6 a kibocsatott enzimek
(matrixmetalloproteaz, kollagenaz), citokinek (TNF-o, IL-1), prosztaglandinok,
reaktivoxigén-gyokok révén (30). A T-sejtek koziil kiemelenddk a Thl- és Th17-sejtek,
melyek a TNF-a és az IL-17 szekretalasaval karmesterként hangoljak Ossze az
autoimmun gyulladasos folyamatot. A T-sejt-aktivacid szamos részfolyamatanak
zavarat leirtak szisztémas autoimmun korképekben: pl. a T-sejt jelatvitelben szerepet
jatszo zétalanc-asszocialt-proteinkindz 70 (ZAP-70) spontdn pontmuticidja egerekben
RA-hoz hasonl6 arthritishez vezet. Ennek feltételezett mechanizmusa az egyébként
negativ szelekcioval elpusztulo autoreaktiv T-sejtek fennmaradasa (31).

Az autoreaktiv B-sejtek szintén hozzajarulnak a gyulladashoz, melyet kibocsatott
mediatoraik (citokinek és EV-K) mellett autoantitesttermelésiik révén is szabalyoznak. A
képzddo és lerakddd immunkomplexek aktivaljak a komplementrendszert, illetve az Fc-
receptorokon keresztiil a gyulladasos sejteket (pl. frusztralt fagocytosis), ami
szovetkarosodast ~ okozhat.  SLE-ben a  veseglomerulusokban  lerakédott
immunkomplexek interstitialis nephritist okozhatnak. RA-ban a citrullinalt fehérjék
ellen képzddd autoantitestek, az ACPA-k szintén nagy mennyiségben kimutathatok a

gyulladt, megvastagodott synoviumban. A legtijabb irodalmi adatok alapjan az ACPA-k
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az osteoclastok felszinéhez kotddve fokozzdk az osteoclastogenesist, ¢és ezaltal
kozvetlentil eldsegitik a csonterosiok kialakulasat (32). A B-sejtek patogenetikali
szerepét igazoljak a kovetkezd megfigyelések is: A B-sejt talélésben szerepet jatszo
Blys/BAFF (B-sejtet aktivalo faktor/B-sejtet stimulald) transzgenikus allatokban lupus-
szerli betegség alakul ki (33). SLE-s és RA-s betegek szérumaban az egészséges
kontrollokénal magasabb BLys-szint mérhet6 (34, 35). A Blys-gatlo belimumab ma mar
torzskonyvezett gyogyszer SLE-ben. A B-sejteken (kivéve plazmasejteken) talalhato
CD20 molekula blokkolasa (anti-CD20 monoklonalis antitest, rituximab) szintén
hatékony terapias lehetéség RA-ban.

A T- és B-sejtek mellett szamos egyéb sejt (dendritikus sejtek, makrofagok, fibroblastok
sth.) is részt vesz az autoimmun gyulladasos folyamatok fenntartasaban. Tovabba a
gatld mechanizmusok zavara is létrejohet: fiziologiasan a szabalyoz6 T- és B-sejtek
(Treg és Breg) antiinflammatorikus citokinjeikkel (IL-10, IL-35, TGF-B) és egyéb
mediatoraikkal szamos ponton a gyulladas ellen hatnak, mig RA-ban, SLE-ben és SSc-
ben egyarant leirtak a Treg-ek funkciozavarat (6, 36).

3.1.7.1. Citokinek

A citokinek autokrin, parakrin és endokrin modon szabalyozzak a gyulladast, és
hangoljak 6ssze egyszerre sok sejt miikodését. Ismert, hogy autoimmun betegségekben
a citokinegyenstly a proinflammatorikus (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17, IL-18, IL-22, IL-
33) iranyba tolodik el. A citokinek termelésében a T- (Thl- és Thl7-sejtek) és B-
sejteknek, makrofagoknak és dendritikus sejteknek van kitiintetett szerepe. SLE-ben az
IFN-a kozponti szerepe jol ismert, mig RA-ban a TNF, az IL-1, IL-6 és IL-17
jelentdsége emelendé ki (37). A proinflammatorikus citokinek a synovitis legtobb
alapfolyamatat (sejtadhézid, kemokintermelés, angiogenesis, matrixmetalloprotedz-
termelés) eldsegitik. Példaul az RA-t kisérd altaldnos tiinetekért (1az, fogyds, anaemia,
depresszio) foként a TNF-o felelds, mig a lokalis (iziileti) gyulladast (synovialis
hyperplasia, osteoclastogenesis, csont- és porcdestrukcid) a TNF-a,, IL-1, IL-6 és IL-17
egyiittesen szabalyozza. Nem meglepd, hogy ezek a citokinek egyben terapias célpontok
Is. A TNF-blokkolok hatékonyak RA-ban, a gyulladas csokkentése mellett a porc- és

csontkarosodast is lassitjdk. Az IL-1 terépids gatlasa nem valtotta be a hozzaflizott
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reményeket, viszont az IL-6 antagonista tocilizumab jol hasznalhat6 bioldogikum RA-
ban.

PM/DM-ben példaul fokozott IL-1, TNF-a és IFN-y mérhet6 szoveti szinten (38, 39). A
proinflammatorikus citokinek fokozzak a kostimulacidés molekuldk expresszidjat a
myositises izomrostokon, ami elésegitheti az izomeredetii fehérjék elleni autoreaktiv T-
sejtek aktivalodasat.

A szervezet homeosztdzisaban a proinflammatorikus citokinek mellett alapvetden
fontosak az antiinflammatorikus citokinek (IL-4, 1L-10, 1L-13, IL-35, TGF-B) is,
melyek aranya felborul az autoimmun betegségekben, bar az arany eltolodéasa
korképenként eltér6. RA-ban példaul az IL-1 és IL-6 szintje fokozott, mig az IL-10 és
IL-35 csokkent a szérumban (6).

3.1.7.2. Extracellularis vezikuldk

Az effektorfunkciokkal biro EV-k (exosomak, MV-k, apoptotikus testek) patogenetikai
szerepére az utobbi években deriilt fény. E16sz6r Wolf és mtsai. irtak le 6ket 1967-ben,
de nem tulajdonitottak nekik nagy jelent6séget (40). Az EV-k k6z6s jellemzokkel biro,
membrannal hatarolt struktardk, melyek a sejtek kozotti kommunikdcidban és

adaptacioban vesznek részt (1. abra).

| Extracellularis vezikulak |

apoptotikus test

nyugalomban levé
vagy aktivalt sejt

apoptotikus sejt

mikrovezikula CO (%) O
(mikropartikula) C 0

aktivalt sejt vagy tumorsejt

1. abra EV-k képzédése (GyoOrgy és mtsai. alapjan modositva) (41)
Az exosomdak (50-100nm) preformalt vezikulak, melyek multivezikularis testek
exocitozisa soran szabadulnak ki a sejtbél. Az MV-k (100-1000 nm) bimbozassal
flizédnek le a sejtekrdl aktivicio vagy korai apoptozis soran, mig az apoptotikus
testek (1-5 um) apoptozis soran képzddnek.
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Hérom f6 csoportjuk ismert: Az exosomak (50-100nm) preformalt vezikuldk, melyek
multivezikularis testek exocitozisa soran szabadulnak ki a sejtbél (41). Az MV-k (100-
1000 nm) (korabbi némenklatira szerint mikropartikulak) bimbozassal flizodnek le a
sejtekrdl aktivacid vagy korai apoptdzis sordn, mig az apoptotikus testek (1-5 pm)
apoptozis soran képzddnek (1. abra) (41).Jelen tudasunk szerint barmely sejtféleség
képes az EV-k kibocsatasara: lymphocytak, monocytak, endothelsejtek, thrombocytak,
fibroblastok, tumorsejtek, trophoblastok, ¢ssejtek stb. (42). A membranfelszinen, illetve
a citoplazmaban az anyasejtre jellemzd molekularis mintazatot mutatnak
(sejtreceptorok, citoplazmaproteinek, nukleinsavak [mRNS, miRNS és DNS] és
citokinek) (42). Igen hatékony modulatorok a kovetkez6 tulajdonsagaiknak
koszonhetden: 1) nagy koncentracioban szabadulnak fel az anyasejtbdl (pl. TNF-a, IL-1,
C5a hatasara); ii) kompakt feliiletet biztositanak az effektormolekuldk szamara (Fas
ligand, alvadasi faktorok); iii) szamos anyag transzportmédiumaként szolgalnak
(arachidonsav); és iv) komplex molekularis mintazatok révén fejtik ki hatasukat (43).
Az EV-k az immunrendszer miikodésében szerteagazd funkciot (serkentd és gatlo
egyarant) latnak el: a dendritikus sejtekrdl és B-sejtekrdl leflizddve részt vesznek az
antigénprezentalasban (MHC Il-antigén komplex prezentalasa a CD4" T-sejteknek), a
citotoxikus CD8" T-sejteknek MHC I-antigén komplexet mutatnak be, aktivaljak a
természetes 016 sejteket, makrofagokat és B-sejteket, elOsegitik az antitesttermelést,
részt vesznek az antigéntranszferben (sejtantigéneket magukkal szallitva a dendritikus
sejtekhez), de gatlo funkciokat is ellatnak ugyanezen sejttipusokon, illetve serkentik a
szabalyoz6 T-sejtek miikddését (44).

(45). Szamos mediator f6 forrasai (pl. IL-1P) (46). Aktivaljak a komplementrendszert
(47), és az arachidonsavon keresztiil serkentik a COX-2-t (48). Emellett fokozzak az
ligandon keresztiil szerepet jatszanak a T- és B-Sejtek apoptdzisaban (50). Tehat szamos
folyamatban részt vesznek, €s a lokalis mili6tdl és az anyasejt tipusatol fliggden
kiilonb6z0, gyakran antagonisztikus hatast fejtenek ki a szervezetben.

Szerepiik a sziv-ér rendszeri, hematoldgiai, daganatos, cerebrovascularis és autoimmun
betegségekben egyarant igazolddott (42). Szamos korképpel Osszefiiggésben felmertilt

biomarkerként (diagnosztikus €s prognosztikus tényezd) vald bevezetésiik (51). Tobb
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vizsgélat koéros szérum MV szintekrél szamolt be az autoimmun reumatoldgiai

betegségekben (SLE, RA és SSc) (3. tablazat) (41, 52).

3. tablazat MV-k szerepe autoimmun reumatologiai betegségekben
Szamos autoimmun reumatologiai betegségben (SLE, RA és SSc) koros szérum MV szinteket taldltak.
Réviditések: eMV endothel eredetii MV, pMV vérlemezke eredetii MV, Temelkedett, ¥ csékkent

Betegség  Jellemz6 MV eltérések

SLE Plazma total MV, pMV és eMV T, de a betegségaktivitassal nincs 6sszefliggés
(53).
pMV korrelacioja a thrombinképzédéssel (54).

RA Plazma total MV, pMV T, de nem korrelalnak a betegségaktivitassal (53).
AnnexinV pozitiv MV és pMV T az RA-s synovialis folyadékban (55, 56).
Citrullinalt fehérjék a synovialis eredetii exosomakban (57).
pPMYV 0Gsszefliggése a betegségaktivitassal (55).
pMV az IL-1 révén fokozza a synovialis fibroblastok citokintermelését (58).
Az RA-s synovialis folyadékbol izolalt MV-k fokozzak a fibroblastszeri
synoviocytak BAFF kibocsatasat (59).

SSc Plazma totdl MV, pMV, eMV, T-sejt és monocyta eredeti MV T, de nem
korrelalnak a betegségaktivitassal (53, 60).
A moédositott Rodnan-féle borvastagsagi pontszam negativan korrelal a total
MV szammal (61).
A bérfekélyes betegekben szignifikansan ¥ a totdl MV szam (61).

3.1.7.3. Kronikus elvaltozdsok

Az effektormechanizmusok (sejtek és az altaluk termelt mediatorok) hossza tavon a
szervek irreverzibilis karosodasahoz vezethetnek, igy példaul RA-ban csont- és
porcdestrukciohoz, PM/DM-ben és SSc-ben tiidéfibrosishoz, mig SLE-ben
veseelégtelenséghez. Az immunregulacios zavar jellege (pl. egy adott autoantitest
jelenléte) befolyasolhatja az effektorok altal okozott karosodas mértékét. Igy példaul az
ACPA-pozitiv. RA lefolyasa varhatéoan sulyosabb az ACPA-negativ RA-val
Osszehasonlitva (62). PM/DM-ben az anti-SRP (anti-signal recognition particle)

autoantitestek rapidan progredialé izomelhalassal tarsulhatnak (63).
3.1.8. Az autoimmun betegségek patomechanizmusanak osszefoglalasa

Osszefoglalva tehat a kornyezeti tényezok genetika hajlam esetén immunregulacios

zavart idézhetnek el6. Ez az allapot laboreltérésekkel (pl. autoantitestek megjelenése a
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vérben) jellemezhetd, és az autoimmun betegségek preklinikai stddiumanak tekinthetd.
Az immunregulacidos zavar tovabbi faktorok (virusfertézés pl.), illetve a fennalld
kockazati tényez6k hatasara specifikus tiinetekkel kisért betegségben is
megnyilvanulhat. Az autoimmun gyulladast szamos effektortényezé (gyulladasos sejtek
¢és az altaluk termelt mediatorok) tartja fenn, és azok mintazata felel a karakterisztikus
Klinikai képért. Az effektormechanizmusok hossza tavon akar irreverzibilis szervi
elvaltozasokat is eldidézhetnek. Sajnos jelenleg terapidsan nem tudunk beleszolni a
kezdeti, preklinikai stddiumba, a legtobb gyogyszer az effektorokat célozza (T- és B-
sejtek, valamint citokinek gatlasa), és igy probalja lassitani, kivédeni a kronikus szervi

karosodast.

3.2. Rheumatoid arthritis

3.2.1. Altalanos jellemz6k

Az RA fOként a kéz ¢és 1ab kisiziileteit érintd, altaldban szimmetrikus polyarthritissel
jaro betegség (2. abra), melyhez extraartikularis tiinetek tarsulhatnak (veseérintettség,

amyloidosis, episcleritis, reumathoid csomo, tiidéfibrosis stb.).

2. abra RA iziileti manifesztacidja
(forras: cedars-sinai.edu)

Az iziileti gyulladas eroziv jellegli, ami hosszi tavon az iziiletek deformitasahoz,
funkciovesztéséhez vezet, ¢€s jelentdsen rontja az ¢életmindséget, illetve a
munkaképességet.

Ez a leggyakoribb autoimmun reumatologiai korkép, a felndtt lakossag 0,5-0,8%-at
érinti. Jellemz6 ra a néi talsuly (férfi:n6=1:2-3). Ikervizsgalatok alapjan a betegség
konkordanciaja 15-50%, tehat kialakulasdban mind a genetikai (HLA-allélek), mind a
kornyezeti tényezOk (dohanyzas, fertézés) szerepet jatszanak. Patogenezisét tekintve a
Thl-, valamint a Thil7-sejtek szerepét feltételezik, illetve a proinflammatorikus

citokinek koziil a TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17 emelend? ki, melyek elésegitik a leukocytak
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synoviumba vandorlasat, a synovium megvastagodasat (pannus), és a csont és porc
lebontésat.

RA-ban fontos diagnosztikus (4. tablazat) és prognosztikus tényez6k a citrullinalt
fehérjék ellen képz6dod autoantitestek, az ACPA-k (22). A betegség diagnozisat a

szerologiai eltérések, az iziileti €rintettség és a gyulladasos paraméterek alapjan allitjuk
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fel (4. tablazat).

cres

rheumatic drugs) az elsd valasztas, a proinflammatorikus citokineket célzo

biologikumok a stilyosabb esetekben alkalmazandok - alapvetden financialis okokbdl.

4. tablazat RA klasszifikacios kritériumai az ACR és az EULAR 2010-es
ajanlasa alapjan (64)

Célcsoportok:

1. akinek legalabb 1 iziiletben klinikailag definitiv synovitise van (duzzanat)
2. a synovitis nem magyarazhato jobban semmilyen mas korallapottal

A) Iziileti érintettség pont

1 nagyiziilet 0
2-10 nagyiziilet

1-3 kisiziilet (nagyiziileti érintettséggel vagy anélkiil)
4-10 kisiziilet (nagyiziileti érintettséggel vagy anélkiil)

a w N P

>10 iziilet (legalabb 1 kisiziilet)

B) Szerolégia (legalabb 1 teszt kivitelezése sziikséges)

Negativ RF ¢és negativ ACPA 0
Alacsony pozitiv RF vagy ACPA 2
Magas pozitiv ACPA 3

C) Akutfazis-reakcio

Normalis CRP és siillyedés 0
Koros CRP vagy siillyedés 1

D) A tiinetek fennallasanak tartama

<6 hét 0
>6 hét 1

Ha a pontszam 6sszesen >6/10 A-D részben, RA klasszifikalhatd
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3.2.2. Autoantitestek RA-ban

3.2.2.1. ACPA-k

Elészor 1964-ben figyelték meg, hogy az RA-s betegek széruma a differencialodo
szajnyalkahartyasejtek keratohyalingranulumaival reagal, és ezeket az antitesteket
antiperinuklearis faktornak nevezték el (APF) (65). Az APF a szajnyalkahartyasejtek
nehéz elérhetésége miatt nem terjedt el a napi gyakorlatban. Young és mtsai.
megfigyelték, hogy az RA-s szérumok a patkanynyeldcséhammal is reagéalnak, és a
feltételezett antigén alapjan keratin ellenes antitestekként (AKA) hivatkoztak rajuk (66).
Késobb igazolddott, hogy ezen ellenanyagok célpontja valojaban a keratinnal asszocialt
filaggrin (67), és az AKA-k megegyeznek az APF-fel, ezért az 0j nevezéktanuk
filaggrin ellenes antitest (AFA) lett. A synoviumban azonban nem talalhaté filaggrin,
ami alapjan Ggy tint, nem ez a valddi antigén RA-ban. Masson-Bessiere és mtsai.
igazoltak, hogy az AFA antitestek igazi célpontja a citrullinalt fibrin(ogén) (68, 69). Az
AKA/AFA/APF antitestek a citrullindlt vimentin ellenes antitestekhez hasonldan az
ACPA-k csaladjaba tartoznak (70). Ezek az autoantitestek a fizioldgiasan is jelenlevo,
poszttranszlaciésan modosult, azaz citrullinalodott/deiminalodott  fehérjékre  (pl.
fibrinogén, vimentin, alfa-enolaz, Il-es tipust kollagén) reaktivak (26). Kimutatasuk
ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitestekkel (anti-CCP) és modositott citrullinalt
vimentinnel (anti-MCV) torténik a mindennapi klinikai gyakorlatban (71).

¥ |gM-RF és/vagy anti-CCP
@ anti-CCP
o lgM-RF

Pozitiv betegek szazalékos aranya

A Klinikai tineteket megel6z6 évek szama

3. abra Az anti-CCP antitestek évekkel megel6zhetik a betegséget (Nielen és mtsai. alapjan modositva)
(22)
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Az ACPA-k magas szenzitivitdsuk (60-80%) €s specificitasuk (>90%) miatt fontosak az
RA diagnosztikajaban. Gyakran évekkel megeldzik a betegséget (3. ébra), €s rossz
prognosztikai jelnek tekintendék. Ugy tiinik, hogy az ACPA-pozitiv RA klinikumat
tekintve sulyosabb lefolyasi (4. abra). Magasabb betegségaktivitas, tobb iziileti
destrukcid, rosszabb dsszmortalitas és tobb cardiovascularis sz6védmény jellemzd6 ra az

ACPA-negativ RA-val 6sszehasonlitva (4. abra) (62).

HLA-DRB1 SE tobb
PTPN22 cardiovascularis
dohanyzas sz6védmeény
- ity —— magasabb
ACPA pozitiv I \ mortalitas
I magasabb
I betegségaktivitas
1 tébb destrukcio
fenotipus azonos |
innikum: kevesebb
cardiovascularis
sz6védmény

alacsonyabb
betegségaktivitas -

alacsonyabb

4 -y, id6 mortalitas

I
|
|
~-ACPA negativ s :
|

-DR3

betegség
kezdete

E-5 kevesebb destrukcio

tipusu lektin

4. abra ACPA-pozitiv és negativ RA lefolyasanak dsszehasonlitasa (Klareskog és mtsai. alapjan modositva) (62)

3.2.2.2. Az ACPA-k célpontjai: citrullindlt fehérjék

Ahogy emlitettiik, az ACPA-k a citrullinalt fehérjék ellen képzddd autoantitestek. A
citrullinacié a poszttranszlaciés modositdsok egyike. Az atalakitasért felelds enzim a
PAD, mely genetikailag konzervalt, kalciumfiiggé enzim. A fehérjék argininjét
citrullinnd alakitva (deimindlva) szamos konformécios valtozéast (csokken a nettd
pozitiv toltés) idéz elé a protein harmadlagos-negyedleges szerkezetében (5. é4bra, 6.
abra), ami megvaltoztathatja a fehérje funkcigjat és antigenitasat.

Az enzimnek Ot izoformdaja ismert eltérd szoveti kifejezOdéssel. A PADI1 az
epidermisben expresszaldodik, mig a PAD2 mind az izomszdvetben, mind a kdzponti
idegrendszerben (72). A PAD3 a hajhagymaban jelenik meg, mig a PAD4 foként a
hemopoetikus sejtvonalakban (72). A PAD4 a sejtmagba keriilhet, és szerepet jatszhat a

génszabalyozasban (72). Az RA-s synoviumban fokozott PAD2 és PAD4 expressziot
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mutattak ki (73). A PAD6 korai embriokban és az ovariumban fejezddik ki, és kevéssé

ismert funkcidja (72).

5. abra Citrullinacio hatasa a fehérje szerkezetére

i i i

Bl T T
c c o
e RS ——
oy (g i
rilH er llm
C=NH; enzim —Cys—C—NH, C— NH,
| | Il
NH, Ho NH o

peptidil-arginin peptidil-citrullin

i ) i

A e T
?Hz ‘13“2 ?Hz
iy i iy
?Hz — ?Hz —— ?Hz + CH;— NH,
riu-i tilH TH
C=NH; enzim —cCys—C—NH, C—NH,
| | Il
tI\IH H,0 rI»JH o}
CH5 CHy

metilalt peptidil-citrullin

peptidil-arginin

6. abra PAD enzim altal katalizalt citrullinacié/deiminacié (Gyorgy B. és mtsai.
alapjan modositva) (74)

Szamos fiziologias folyamatban megfigyelheté a citrullindcid: a bor elszarusodasi
folyamataiban (filaggrin, cytokeratin, trichohyalin), a génszabalyozasban (a p53 és az
Osztrogén altal szabalyozott gének), az immunrendszer mikddésében (neutrophilek,
makrofagok baktériumolé funkcidi, citokinek miikddésének modositasa) és az
idegrendszer plaszticitasaban (myelinhiively) (75). Patologias szerepére elsdként az RA
kapcsan deriilt fény, majd igazoltdk jelentoségét a tumorképzddésben, sclerosis

multiplexben és Alzheimer-korban egyarant (75).
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RA-ban az ACPA-képzés mechanizmusa nem teljesen ismert, de az SE-allélekkel valo
generalhat, melyeket az antigénprezentald sejtek idegenként ismernek fel megfeleld
genetikai hajlam esetén (MHCII HLA-DRBI1 hajlamosité allélek hordozasa esetén), €S
felkinalnak az autoreaktiv T-sejteknek (76). Bar a citrullinaci6 nem specifikus RA-ra,
egyeb gyulladasos folyamatban (osteoarthritis) is megfigyelhetd.

Szamos irodalmi adat felveti a citrullinalt fibrinogén (cFb) arthritist indukal6 szerepét:
az RA-s betegek kétharmadaban ellenanyagok képzdédnek ellene (77), és a betegek
felében citrullinalt fibrinogén tartalmi immunkomplexek talalhatok a szérumban és a
synoviumban (78). Foulquier és mtsai. kimutattak a citrullinacidért felelés PAD2 és
PAD4 enzimet is a citrullinalt fibrin térmelékben, illetve annak szomszédsagaban (73).
Hill és mtsai. human HLA-DRB1*0401-re transzgenikus egereket immunizalt cFb-vel,
ill. nem modositott Fb-vel (79). Kizarolag azokban a transzgén egerekben alakult ki
arthritis, amelyeket cFb-vel immunizaltak, de a vad tipustiak egyikében sem, az
immunizald fibrinogén citrullinaltsagatol fiiggetleniil. Ha az immunizalast egér cFb-vel
végezték, nem alakult ki arthritis. Erdekes modon vad tipusi egerek cFb-vel
immunizalasa adjuvans jelenlétében antitestvalaszt indukalt, de arthritist nem (80).
Ehhez hasonléan a citrullinalt patkany-szérumalbumin injektalasa toleranciavesztést
idéz eld, de arthritist nem képes okozni, bar a ll-es tipusu kollagén artritogén hatasat
fokozza (80).

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy mind a human MHC II genotipusnak (SE allél),
mind a humén antigén (pl. fibrinogén) citrullindcigjadnak kulcsfontossagl szerepe lehet

az autoimmun arthritis el6idézésében.

3.223. RF

Az RF az RA Kklasszifikicios kritériumainak része, Szenzitivitasa (60-70%) és
specificitasa (50-90%) elmarad az ACPA-kétol. Az IgG tipust immunglobulinok Fc
része ellen képz6do autoantitest, amely altalaban IgM tipusu, de IgG, IgE és IgA tipus is
jelen lehet a betegek szérumaban. Fontos prognosztikai tényez6 — a magas titerhez
stlyosabb csont- ¢és porcdestrukcié tarsulhat. RF pozitivitds megfigyelhetd mas
autoimmun korképekben is (Sjogren-szindroma, SLE stb.), illetve az iddskor,
kiilonbozo fertézések (EBV) és a dohdnyzas is 0Osszefiiggésbe hozhaté az RF-

termeléssel.
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3.2.3. Kockazati tényezok

3.2.3.1. Genetika

Az RA konkordanciaja 30-50%, illetve 15% monozigodta és dizigota ikrekben, ami azt
mutatja, hogy a betegség patogenezisében a genetikai és a kornyezeti faktorok egyarant
szerepet jatszanak (8). Az ACPA-k jelenléte alapjan az RA feloszthatd két alcsoportra
(ACPA-pozitiv és a-negativ), melyek genetikailag is kiilonboznek.

Az RA genetikai hatterének két harmad részéért az MHC Il locusban talalhatdé HLA-
DRB1 allélok (*0101, *0102, *0401, *0404, *0405, *0408, *1001 és *1402) felelnek
(81). Szamos HLA-DRB1 molekula egy kozds, RA-ra hajlamosité szekvenciat, az
ugynevezett shared epitopot (SE) (glutamin-leucin-arginin-alanin-alanin [QKRAA,
QRRAA és RRRAA]) kodolja a DRB1-lanc harmadik hipervariabilis régiojaban a 70-
helyezkedik el, emiatt korabban az a nézet uralkodott, hogy egy feltételezett artritogén
peptid megkdtésében jatszhat szerepet (SE-hipotézis) (82). Bar a DR-molekula
kristalyszerkezetének tanulmanyozéasaval igazolddott, hogy az SE valdjdban nem az
antigénkotd zseb része, hanem a T-sejt-valasz modulalasaban, illetve az autoreaktiv T-
sejt-repertoar formalasaban jatszhat szerepet. Ezt alatimasztani latszik az is, hogy a
hajlamositd epitophoz hasonléoan ugyanezen a helyen (70-74. aminosav) létezik egy
védo hatasu aminosavszekvencia is (DERAA, HLA-DRB1*0103, *0402, *1102, *1103,
*1301, *1302, *1304) (83). Ugy tiinik tovabba, hogy az SE nem kdzvetleniil RA-ra,
hanem az ACPA-pozitivitasra hajlamosit (84), és befolyasolja az ACPA valasz
nagysagat (magasabb anti-CCP titer 1 vagy 2 SE allél esetén a nem SE hordozokkal
Osszehasonlitva) és fajlagossagat (pl. citrullinalt vimentin vagy fibrinogén ellenes
ACPA-képzés) (16).

A masik legjelentésebb genetikai meghatarozottsagot a PTPN22 egy pontos
nukleotidpolimorfizmusa (1858T: 1858 citozin -> timin, azaz R620W: arginin 620->
triptofan cseréje) jelenti RA-ban (85). A modosult fehérje altalanos autoimmunitasi
tényezoének tekinthetd: fizioldgiasan a T-sejt-receptor jelatviteli folyamataiban jatszik
szerepet - a C-src-tirozin-kinazzal képez komplexet -, mig az RA-ra hajlamositd
mutacioja csokkenti a T-sejt aktivacios kiiszobot, ami elésegitheti az autoreaktiv T-

lymphocytak fennmaradasat (16).
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Populéciogenetikai vizsgalatok jelentés gén-gén kolcsonhatast ismertek fel a PTPN22
¢s a HLA-DRBL1 kozott (7. abra) (19): A PTPN22 az SE jelenlétében fokozza az ACPA-

pozitiv RA kialakulasanak kockazatat, ami a dohanyzastodl fliggetleniil valosul meg.

anti-CCP pozitiv RA anti-CCP negativ RA

“ 20 \ ‘
Y
PTPN22, dohanyzi
ohényzés . \/@ S " PTPN22, dohényzés

: ==
incs PTPN22, dohanyza .
nincs , dohanyzas - . nincs PTPN22, dohényzas
PTPN22, nincs dohanyzas
5 , nincs dohdnyzas Q PTPN22, nincs dohanyzas
) nincs PTPN22, nincs dohényzs ; Q !
nincs SE nincs PTPN22, hanyza
incs S| IXSE nincs SE 5 incs , nincs dohanyzés
2x SE 1x SE
2x SE

7. abra SE allélek, a dohanyzas és a PTPN22 hajlamositdé polimorfizmusanak osszefliggése anti-CCP pozitiv és
negativ RA-ban (Kallberg és mtsai. alapjan modositva) (19)

A technikai fejléddésnek (pl. teljes genom asszociacios vizsgalatok (8)) kdszonhetden
Ujabb és ujabb RA-ra hajlamosité genetikai eltéréseket azonositottak, melyekbdl csak
néhanyat sorolunk fel a teljesség igénye nélkiil: PADI4 (4zsiai populaciokban), CTLA-4,
CD40, STAT4 (14), TNFR2, SLC22A4, RUNX1 ¢és az NF-kB receptor aktivator génje
(TNFRSR11A) (26).

Az ACPA-negativ RA genetikaja kevésbé feltérképezett, de Osszefiiggésbe hoztak a
HLA-DR3 locussal (14). Ahogy a korabbi fejezetben emlitettiik, a DR3-asszociaci6 a
gyulladads mértékét befolyasolhatja. Tovabbi feltételezett kockazati tényezé6 ACPA-
negativ RA-ban az interferon regulator faktor 5 (IRF-5), a C-tipust lektin és a

neuropeptid S receptor polimorfizmusa (8, 14).

3.2.3.2. Dohdnyzas

A dohanyzds és a HLA-DRB1 SE-allél hordozas kozott szdmos epidemiologiai
tanulmany jelentds gén-kornyezeti tényezd kolesonhatést igazolt az ACPA-pozitiv RA
esetében (5. tablazat, 7. abra, 8. abra) (19), bar ugyanilyen 6sszefliggés nem jelentkezett
a PTN22 esetén.

28



PTPN22
(HLA-DRB1 esetén,

DOI: 10.14753/SE.2013.1800

HLA-DRBL1 - shared epitop

dohanyzas
(HLA-DRB1 esetén)

dohanyzastol figgetlen)

3

citrullinacié

/

anti-CCP pozitiv RA

8. abra Gén-gén, ill. gén-kornyezeti tényez6 kdlcsonhatas RA-

ban

A PTPN22 hajlamositéo polimorfizmusa a HLA-DRB1 allél
hordozdsa mellett, de a dohdnyzastol fiiggetleniil fokozza az
anti-CCP pozitiv RA kialakulasanak kockdzatat. A dohdnyzas
szintén a HLA-DRBl-allélek jelenléte esetén jelent kockazatot
ACPA-pozitiv RA-ban.

5. tablazat A HLA-DRBI1 és a dohanyzas 6sszefliggése anti-CCP pozitiv RA-ban populacidgenetikai vizsgalatok

alapjan
Forras: Baka Zs. és mtsai. (26)

Tanulmany

Eredmények

Svéd eset-kontroll
tanulmany (858 eset és
1048 kontroll)

Arthritises korai esetek
(nem differencialt arthritis

n=486 és RA n=407)

Eset-kontroll tanulmany
(515 RA-s beteg és 769
kontroll)

RA-s betegek

sorozatszérumai (n=241)

Eset-kontroll tanulmany
(korai RA)

Eset-kontroll vizsgalat (309
szeropozitiv és 136
szeronegativ RA-s beteg,
ill. 533 kontroll)

Az RF-szeropozitiv RA relativ kockazata igen magas az SE allélt

hordoz6 dohanyosokban (7,5 egy SE és 15,7 két SE esetén) (86).

A dohanyzas csak az SE pozitiv betegekben fokozza az anti-CCP

pozitivitast (87).

A dohanyzas fokozza az anti-CCP pozitiv RA kialakulasanak
kockazatat (88).

Magasabb anti-CCP titer dohanyosokban.
Az anti-CCP pozitivitas tobb erozioval jar.

Kozepes Osszefiiggés az anti-CCP és az RF-titer kozott (89).

A korabbi dohanyzas és az anti-CCP szint kozott dozisfiiggd
Osszefiiggés van.

Dupla SE allél 20-szoros kockazatot jelent az anti-CCP pozitiv RA-ra
dohanyosokban (90).

Homozigdta SE-allél hordozo, erds dohanyosokban fokozott az anti-

CCP pozitiv RA kialakulasanak kockazata (91).
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Study of Leiden Early
Arthritis Clinic (977 korai

arthritises beteg)

Study of Leiden Early
Arthritis Clinic (n=216)

francia RA-s
betegpopulacié (n=274, fele
halmozott el6fordulasu
csalad)

3 észak-amerikai kohorsz
esettanulmanya (n=2476)
(NARAC: n=1105,
SONORA: n=618,
Inception Cohort: n=753)

Korai RA-s afroamerikai

populacié (n=300)

3 eset-kontroll vizsgalat
(1977 eset és 2405 kontroll)
(EIRA, NARAC, Dutch
Leiden Early Arthritis
Clinic)

A HLA-DRB1*0401, *0404, *0405 ¢s *0408 SE allé¢lek jelentik a
legnagyobb kockazatot az anti-CCP pozitivitasra.

A dohanyzas-SE koélcsonhatas a HLA-DRB1*0101, *0102 és *1001
SE allélek esetén a legkifejezettebb (92).

A dohanyos anti-CCP pozitiv RA-s betegek tobb anti-CCP izotipussal
rendelkeznek fliggetleniil az SE-statusztol (93).

Legalabb egy SE-allél (foként a DRB1*0401) jelenléte anti-CCP

pozitivitasra hajlamosit (94).

A NARAC ¢és Inception Cohortban dsszefiiggés a dohanyzas ¢€s az
anti-CCP pozitivitas kozott.

Csak a NARAC kohorsz erdsiti meg a dohanyzas és az SE-allélek
kolcsonhatasat anti-CCP pozitiv RA-ban (95).

Nem talaltak Osszefiiggést a dohanyzas és az anti-CCP pozitivitas

k626t (96).

Osszefiiggés a dohanyzas, HLA-DRB1 SE-allélek és az anti-CCP
pozitiv RA ko6zott, de nincs kapcsolat a dohdnyzas és a PTPN22
esetében, valamint a PTNP22 kizarolag HLA-DRB1 jelenlétében

fokozza az anti-CCP pozitiv RA kockazatat (19).

A dohanyzas negativan befolyasolja a betegség klinikai jellemzdit (6. tablazat), kérdés

azonban, hogyan jarul hozza az RA patogeneziséhez.

6. tablazat A dohanyzas hatasa az RA klinikai jellemzoéire

anti-CCP és RF szint (féként IgA RF) T (88, 97)

betegségaktivitas és HAQ-érték T (97)

radiologiai elvaltozasok T (98)

tobb extraartikularis manifesztacio

(rheumatoid csomo, tiid6 érintettség, vasculitis) (99, 100).

rosszabb terapias valasz TNF-gatlora és metotrexatra (21)

I. Egy részrdl tobb ponton modulalja az immunrendszer miikodését (7. tablazat): gatolja

a makrofagok és neutrophilek baktériuméld funkcidit és szamos proinflammatorikus
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citokin termelését, szupprimalja a primer immunvalaszt, és T-sejt anergiat okoz.
Mindezen hatasok kedvezhetnek az RA kockazati tényezének szamito infekciok (EBV,

parvo virus B19 stb.) el6fordulasanak.

7. tablazat A dohanyzas szertedgazo hatésai
Roviditések: J csékkent, Tfokozott, ic. intracellularis
Forras: Baka Zs. és mtsai. (26)

Dohanyzas hatasa Eredmények

Immunsejtek Neutrophilmiikddés (pl. szuperoxid-termelés)  (101)
Alveolaris makrofagok fagocita és ic. baktériumold funkcioi 4 (102, 103)
Els6dleges immunvalasz  (104)
T-sejt-anergia és T-sejt-aktivacio ¥ (101)

Nikotin/nikotinos acetil-kolin-receptor szerepe (101)

Citokinek alveolaris makrofagok TNF-a, IL-1, IL-6 és IFN-y szekrécioja 4 (105).
dendritikus sejtek I1L-12 termelése 4 (101)
IFN-y szekrécid gatlasa lymphocytakban (106)
nikotinos acetil-kolin-receptor és hidrokinon szerepe (101, 106)
Dohényos RA-s betegekben TNF-a/sTNFR arany T (107)
Egészséges dohanyosokban TNE-szint T (108)

Oxidativ stressz sok szabadgyok cigarettafiistben
ic. glutationdeplécié — sejtkarosodas (109)

redoxszenzitiv NF-kB és aktivator protein-1 (AP-1) aktivacioja (109)

Antiésztrogénhatas inaktiv 6sztrogének képzodése (110)

Fibrinogén A dohényosokban szérumfibrinogén T (111)

Citrullinacio PAD?2 expresszi6 és citrullinacié T egészséges dohanyosok bronchoalveolaris
moséfolyadékaban (25)

Il. A dohanyfiist karos anyagai a sejtek elhalasat idézhetik el6, ami genetikailag
fogékony egyénekben autoantigének prezentdlasahoz vezethet. Ill. A dohanyzas
fokozott oxidativ stresszt jelenthet a szervezet szamara: a dohanyfiist sok szabad gyokot
tartalmaz, és elésegiti a szervezetben az endogén szabad gyokok képzodését is, amelyek
egyiittesen karosithatjadk a DNS-t (112). A DNS-karosodas azutan elésegitheti az
autoimmunitasért felelés gének aktivaciojat, illetve a toleranciaban szerepet jatszo
gének inaktivaciojat. 1V. Raadasul a dohanyzas antidsztrogén hatast (26), ezaltal az

endokrin rendszert befolyasolva indirekt modon hathat az immunrendszerre, és a
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gyulladasos folyamatok iranyaba tolhatja el az egyenstlyt (21). V. Ismert, hogy a
dohanyzas emeli a szérum-fibrinogénszintet (Framingham tanulmany) (113). Ahogy az
el6z6 fejezetben emlitettiik, a citrullinalt fibrinogénnek feltételezett artritogén szerepe
lehet az ACPA pozitiv RA-ban. Arrol viszont nincs kozvetlen adat, hogy a dohanyzas a
citrullinalt fibrinogén szintjét befolyasolja-e. VI. A dohanyzas eldsegitheti a
citrullinaciot a PAD enzimre hatva (26), ami autoantigének képzdédéséhez vezethet a

poszttranszlacidés modosulas kovetkeztében.

A dohanyzas TNF jelatviteli rendszerre kifejtett hatasarol csak kozvetett adatok allnak
rendelkezésre: A TNF-gatlok kevésbé hatékonyak dohanyos RA-s betegekben (21).
Benniikk magasabb a TNF-o/sTNFR aranya, ¢és korrelal a dohanyzassal (107).
Egészséges dohanyosokban magasabb a szérum TNF szint, amely Osszefiiggést mutat az

elszivott cigarettamennyiséggel (108).

3.2.3.3. Egyéb kockazati tényezok

A dohanyzason kiviil tovabbi kockazati tényezOk a kovetkezok: fertézések (rubeola,
parvo virus B19, EBV, Porphyromonas gingivalis és Proteus mirabilis), koffein, asvanyi
olajok, szilikatpor és stressz; ugyanakkor az alkohol védé hatastinak bizonyult (114,
115).

3.2.4. Patomechanizmus

3.2.4.1. Synovialis gyulladas

Az RA-s synovitis soran az iziileti belhartya megvastagszik, és tumorszerii
sejtburjanzas, pannusképz6dés jellemz6 ra. A gyulladt synovium f6 sejtes alkotoi a
makrofagok, lymphocytak, endothelsejtek és fibroblastok. Aktivalodva gyulladasos
mediatorokat  (citokinek, kemokinek, prosztaglandinok, reaktivoxigén-gyokok,
matrixmetalloprotedz enzimek stb.) termelnek, sejtmembranjukon megnd a sejtfelszini
adhézios molekuldk expresszidja, igy konnyedén a gyulladds helyére vandorolhatnak
(30). Fokozodik az érujdonképzédés, ami szintén eldsegiti a leukocytatoborzast. A
fibroblastaktivacio végsé soron synovialis fibrosishoz vezet. Ha a gyulladasos sejtek
altal termelt enzimek elemésztik a porcot, a subchondralis csont is karosodik, ami széli
er6ziok képében lathatd a rontgenfelvételen. Az ACPA-k az osteoclastok felszinéhez

kotddve fokozzak azok képzodését (osteoclastogenesis) (32). Ez a hatas az aktivalodott
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osteoclastprekurzorok TNF-termelésével magyarazhato. Az ACPA-knak ezaltal
kozvetlen patogenetikai szerepiik lehet a betegségben.

A synovialis gyulladast szamos proinflammatorikus citokin szabalyozza, melyek a
leukocyték iziiletbe valo kitapadasaban (adhézid), az 0j erek képzésében (angiogenesis),
valamint a porc- és csontbontasban (resorptio) egyarant szerepet jatszanak (8. tablazat)
(116-120). Az antiinflammatorikus citokinek relativ hianya szintén kedvez a

gyulladasos folyamatoknak az RA-s synoviumban (8. tablazat).

8. tablazat Pro- ¢s antiinflammatorikus citokinek és lehetséges szerepiikk a synovialis
gyulladasban (Szekanecz Z. konyvfejezete alapjan modositva) (30, 116-120)

Proinflammatorikus citokinek | Sejtadhézio | Angiogenesis | Csontresorptio

TNF-a + + +
IL-1 + +/— +
IL-6 +/— +/— +
IL-8 + + ?

IL-17 + + +
IL-18 + + —
IL-22 ? ? +
IL-23 ? ? +
IL-33 ? + —
| Ainamatoris ok | Sfaihs | poess | Gonreorio
IL-4 + - -
IL-10 +/— ? -
IL-12 + -= ?
IL-13 - +/— +
IL-35 ? ? ?
TGF-B +/= +/= +/=

3.2.4.2. CDA4" T-sejt-alcsoportok kéros szabdlyozottsiga RA-ban

Sok évig az a nézet uralkodott, hogy az RA a Thl-sejtek altal medialt autoimmun
betegség. Ezt alatamasztotta a Thl-citokinek tulsulya és a Thl-sejtek ellen haté Th2-
citokinek relativ hianya (IL-4, IL-5, IL-10) az RA-s betegekben, valamint az, hogy a
Thl-sejtek hatékonyan aktivaljak a TNF-o f6 forrasanak szamité makrofagokat (121).
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Azonban az utdbbi idében a Thl-dominanciat tiikkr6z6 alapfeltételezés kissé arnyaltabba
vélt. Jelenleg a CD4" T-sejt alcsoportok (Th1/Th2/Th17/Treg) egyenstilyanak koros
szabélyozottsagdval magyarazzak az autoimmun folyamatot (121). Ugy tiinik, hogy
inkabb a Th17-sejtek, mint a Thl-sejtek a gyulladasos valasz f6 mediatorai (37, 122). A
Th17-sejtek jellemzé citokinje a TNF-a-val szinergizalo 1L-17. Az RA-s betegekben
mind az IL-17, mind az IL23 (a Th17-sejtek IL-17 termelésében van fontos szerepe)
megtalalhato a szérumban, synovialis folyadékban és biopszias mintaban (123). Az IL-
17 erés stimulust jelent a makrofagok TNF ¢és IL-1 termelésére, ¢és az
osteoclastogenesisben is bizonyitott szerepe (122).

A Treg-ek funkciodja feltételezhetden szintén karosodott RA-ban. Ehrenstein és mtsai.
kimutattak, hogy a TNF gatolja a Treg mikodést, mig az RA-s betegek TNF-
antagonistaval torténd kezelése visszaallitja azt (36). A Treg-ek szerepét bizonyitja az
egér RA-s modelljén (kollagénindukalt arthritis, CIA) végzett kisérletek eredménye is: a
Treg depletalt egerekben sulyosabb betegség alakul ki, és a mar kialakult betegséget a
Treg adasa enyhiti (124).

Jelen ismereteink szerint az RA-s gyulladas és porckarosodas f6 mediatorai a TNF-a és
IL-17, és az autoimmun folyamat hatterében a Th17/Th1/Th2/Treg homeostasis
felborulésa allhat.

3.24.3. TNF

A kronikus synovialis gyulladast, valamint a porc- és csontdestrukciot tobbek kozott a
TNF-a szabéalyozza, amit sok év kutatasi eredményei igazolnak: A synovialis gyulladas
teriiletén a TNF koncentracioja magas (125), foként a porc-pannus hataron halmozodik
fel (126), és els6dleges forrasai az aktivalt makrofagok (127). A TNF-et nagy
koncentracidban expresszald transzgén allatokban sulyos destruktiv arthritis alakul ki,
amely hisztopatologiailag hasonlé az RA-hoz (128). A kollagénindukalt arthritisben
(CIA) a TNF blokkolasa enyhiti a betegséget (129, 130), mig a TNF neutralizalasa
gatolja az IL-1 és mas proinflammatorikus citokinek termelését az RA-s synovialis
szovettenyészetben (125, 131).

A TNF a proinflammatorikus citokinek koz¢é tartozik, és sok mas citokin (IL-1, IL-2,
IL-17 és IFN-y) termelését is eldsegiti, amelyek szintén hozzajarulnak a gyulladashoz és

a szovetkarosodashoz, valamint circulus viciosusként a TNF-termeléshez.
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Szamos sejtféleség (immun- ¢és nem immunsejtek egyardnt) termel TNF-et:
makrofagok, T-sejtek, hizosejtek, granulocytak, természetes 616 sejtek, fibroblastok,
neuronok, keratinocytak és simaizomsejtek (132). A TNF két formaban talalhatdé meg a
szervezetben: a szolubilis és transzmembranvaltozat (sTNF és tmTNF) (9. abra) (132).
A tmTNF-et a TACE (TNA-a konvertald enzim) enzim hasitja, és igy alakul ki a
szolubilis forma. A TNF kétféle receptorhoz kotddhet: a TNFRI szinte minden
sejttipuson konstitutivan kifejezddik, mig a TNFR2 indukalhato, ¢és foként az endothel-
¢s hemopoetikus sejteken jelenik meg (132). Az sTNF inkdbb a TNFR1-hez, mig a
tmTNF a TNFR2-h6z kotddik nagyobb affinitassal (9. abra) (132). A TNFR1
sejtaktivaciot (NF- kB) vagy apoptdzist idéz eld a sejt metabolikus allapotatol fliggden.

A TNFR2 a sejtaktivalo utvonalaknak kedvez, és fokozza a proinflammatorikus gének

expressziojat.
citokin- - apoptézis
szuppresszio
TNF-termeld sejt .'eelvéf\rjtel
TAC
~N
tmTNF - tmTNEF
. sTNF tmTNF
i:z , " TNFR2 STNFRZ’

TNF-antagonista

internalizacié

jelatvitel
TNF-érzékeny sejt

/\ NF-xB
LICE l [*proinflammatorikus gének

apoptozis

9. abra TNF jelatvitel (Tracey és mtsai. alapjan modositva) (132)

A TNF-et termelo sejt felszinéen a tnTNF a TACE hatasdra sTNF-é alakul. A tmTNF inkabb a
TNFR2-hoz, mig az sTNF inkabb a TNFRI-hez kétodik. A TNFRI sejtaktivaciot (NF-xB) vagy
apoptozist idéz elé a sejt metabolikus dllapotatdl fiiggéen. A TNFR2 a sejtaktivalo utvonalaknak
kedvez, és a proinflammatorikus gének expressziojat fokozza. A TNF-antagonistak tébbek kozétt a
tMTNF-hez kétddve reverz szignalizacio révén a TNF-termeld sejt apoptozisat, ill. a TNF-termelés
gatlasat idezik eld.

Roviditések: TACE TNF-a-konvertdalo enzim, FLICE FADD-szerii IL-1f-konvertilé enzim, tmTNF
tanszmembrdn TNF, sTNF szolubilis TNF, TNFR TNF receptor

Erdekes modon a dohanyos RA-s betegekben a TNF-a/sTNFR aranya magasabb, és a
hanyados Osszefiiggést mutat a dohanyzas mértékével, a dohdnyzasrdl valo leszokas

utan is (107). Tovabba egészséges dohanyosokban szignifikansan magasabb a szérum-
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TNF-szint a nem dohényosokhoz képest, €s az elszivott cigarettamennyiség pozitivan
korrelal vele (108).

3.2.5. Biolégiai terapia és citokingatlas RA-ban

A synovialis gyulladast szamos proinflammatorikus citokin szabalyozza, melyek hatasa
bar nem teljesen azonos, de 0sszességében fokozzak a leukocytak iziiletbe vandorlasat,
az angiogenesist, a porc- és csontbontast. Legtobbjiik ma mar terapias célpont RA-ban
(9. tablazat). Mivel a TNF-a-nak igen szerteagazé hatasai vannak a gyulladas szamos
folyamatéara, ezért a legtobb, jelenleg alkalmazott biolégikumnak ez a citokin a
tamadaspontja (9. tablazat).

9. tablazat Citokingatlas RA-ban (30, 116-120, 133)

Citokin Terapias vonatkozas

TNF-a A TNF-gatlokat széles korben hasznaljak RA-ban.
etanercept: human TNFR2-t és human konstans
régiot tartalmazé fizios protein
infliximab: egér variabilis régiot és emberi konstans
régiot tartalmazé TNF-antagonista
adalimumab: teljesen human antitest
golimumab: teljesen human antitest
certolizumab pegol: felszivodast lassitdo polietilén-
glikol (PEG) oldallancot tartalmazé humanizalt (a
hipervariabilis régiok egér eredetiiek) Fab antitest

IL-1 anakinra: rekombinans human IL-1
receptorantagonista, RA-ban torzskonyvezett
canakinumab: IL-1B ellenes human monoklonalis
antitest, a gyogyszervizsgalatot lezartak hatastalansag
miatt, RA-ban nem torzskonyvezett

IL-6 tocilizumab: IL-6 receptor ellenes humanizalt
monoklonalis antitest, RA-ban térzskonyvezett

IL-17 vidofludimus: kis molekulasulyt vegyiilet, mely az
IL-17 szintézist gatolja. Il.b fazisat COMPONENT

vizsgalat szerint hatékony lehet RA-ban.

IL-18 in vitro adatok alapjan gatlasa hatékony lehet RA-ban.
IL-22 in vitro adatok alapjan gatlasa hatékony lehet RA-ban.
IL-23 in vitro adatok alapjan gatlasa hatékony lehet RA-ban.
IL-33 in vitro adatok alapjan gatlasa hatékony lehet RA-ban.
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Szamos tobbkozpontil (multicentrikus) vizsgalat igazolta a TNF-gatlok hatékonysagat,
és ma mar igen széles kdrben alkalmazzak Sket RA-ban. Ot, kiilonbozd szerkezetii
TNF-blokkol6t torzskonyveztek: az infliximab egér variabilis régiot és emberi konstans
régidt tartalmaz6 TNF-antagonista ellenanyag, az adalimumab és a golimumab teljesen
human antitest, mig a certolizumab pegol a felszivodast lassitd polietilén-glikol (PEG)
oldallancot tartalmaz6 humanizalt (a hipervariabilis régiok egér eredetiiek) Fab antitest;
tovabba az etanercept human TNF receptor 2-t (TNFR2-t) és human konstans régiot

tartalmazo6 fazios protein (10. abra) (132).

infliximab etanercept adalimumab
egér\\ lf humén human N
Fv TNFR2 Ev B\
N~ N~ N7
human human human
Fcyl Fcyl Feyl
certozilumab pegol golimumab
humanizalt Fv y. human
(egér CDR-K) | AyA PR Fv
) Fab \—
pec /.

2,
R human

Fcyl

polietilén-glikol

10. abra TNF-antagonistak (Tracey ¢és mtsai. alapjan modositva) (132)
Az infliximab egér variabilis régiot és emberi konstans régiot tartalmazé TNF-
antagonista, az adalimumab és a golimumab teljesen humdn antitest, mig a
certolizumab pegol a felszividast lassité polietilén-glikol (PEG) oldallancot
tartalmazo humanizalt (a hipervariabilis régiok egér eredetiiek) antitest;
tovabba az etanercept human TNF receptor 2-t (TNFR2-1) és humdn konstans
régiot tartalmazo fiizios protein.

Roviditések: Fv variabilis régio, Feyl 1gG1 konstans régio, CDR hipervariabilis
régio

A legtobb TNF-blokkol6 ugy fejti ki hatasat, hogy a szolubilis és transzmembran TNF-
a-hoz kapcsolédva meggatolja a TNFR-hoz wvalé kotddést. Tovabba reverz
szignalizacio révén a TNF-termeld sejt apoptozisat, ill. TNF-termelésének gatlasat idézi
el6 (9. abra) (133).

Az iziiletbe vandorlo, és a gyulladasos folyamatokat szabdlyozé autoreaktiv T- és B-

sejtek mikodése szintén tobb ponton Dbefolyasolhatd terapiasan. A T-sejtek
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effektorsejtté érésében elengedhetetlen a T-sejt-receptoron érkezé aktivacios jeleken
kiviil a kostimulécio. A talzott aktivaciot a CTLA-4 receptoron érkezd negativ szignal
fékezi, ami terapiasan kihasznalhatdé (CTLA-4 fGzids protein, abatacept). A B-sejtek
differencidloddsdhoz elengedhetetlen a CD20 molekula, amely egyre ndvekvd
koncentracidban expresszalodik a B-sejtek fejlodése soran, bar a plazmasejteken mar
nem talalhato. A CD20 ellen képzett ellenanyag, a rituximab TNF-gatlok sikertelensége
esetén jol hasznalhatdé RA-ban.

Jelenleg is folynak a gyulladds egyéb folyamatait célzdo gydgyszerkutatdsok az
adhéziogatlastol a kis molekulasulyu tirozinkinaz-gatlokig (JAK kindzok).

3.3. Polymyositis/dermatomyositis

3.3.1. Altalanos jellemzék

A PM/DM féként a proximalis végtagizmok gyengeségével jaré autoimmun betegség,
melyet szisztémas tiinetek (bdrelvaltozasok, belszervi eltérések) kisérhetnek. Jellemz6
ra a ndi talsuly (férfi:n6=1:3), és kialakulasa foéként a 40-50. életévre tehets. Mas
szisztémas autoimmun koérképekhez hasonléan patogenezisében mind a genetikai, mind
a kornyezeti tényezok szerepet jatszanak.

Tiinetei koziil kiemelendd az izomgyulladas okozta progressziv izomgyengeség, mely
megneheziti a mindennapi tevékenységeket (61tozkodés, 1épesdn jaras). A jellemzo,
patognomikus borelvaltozasokat (Gottron-papula, Gottron-jel stb.) a kiserek gyulladasa
okozza (11. abra). Gastrointestinalis (dysphagia, reflux etc.) és cardialis tiinetek
(ingeriiletvezetési zavarok, szivelégtelenség) egyarant kisérhetik a betegséget, és

gyakran alakul ki tiidofibrosissal jar¢ interstitialis tiidobetegség.

11. abra Jellemzé bérelvaltozasok PM/DM-ben (az EULAR
online kurzusanak anyagabol, http://www.eular-
onlinecourse.org/index.html)
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A PM/DM paraneoplazias szindromaként masodlagosan is eldfordulhat daganatokban
(ovarium, tiidé stb.) (134), illetve autoimmun reumatologiai betegségekkel atfedve
(Sjogren-szindroma, SSc, kevert kotOszoveti betegség, SLE és RA) is megjelenhet.
Ismert juvenilis formaja is (135).
A PM/DM diagnozisat maig a Bohan ¢s Peter altal kidolgozott kritériumrendszer
alapjan allitjuk fel (10. tablazat) (136, 137). Terapiajaban a szteroidok az els6 vonalbeli
szerek, emellett a betegség kezelésében az immunszuppressziv készitmények
(azatioprin, metotrexat, ciklofoszfamid, IVIG) is hasznalatosak.

10. tablizat PM/DM diagnosztikus kritériumrendszere  (136-138)

Definitiv PM: 4 kritérium teljesiilése borkiiités nélkiil; definitiv DM: 4 kritérium teljesiilése

bérkiiitést is beleértve

1. proximalis végtagizmok szimmetrikus gyengesége

2. pozitiv izombiopszia: mononuklearis sejtes infiltracio, nekrézis, izomrost-
degeneracio és -regeneracio, kapillariselzarodas, kotészovet-szaporulat

3. szérum izomenzimek emelkedése: CK, aldolaz, GOT, GPT, LDH

4. EMG-n myopathiara jellegzetes triasz: kis amplitadojf, polifazisos hullamok,
magas frekvenciaju tiiskék, spontan fibrillacio és pozitiv, meredek hullamok

5. DM esetén karakterisztikus bdrtiinetek: heliotrop rash (halvanylila elszinezédés
a fels6 szemhéjon), Gottron-papula és -tiinet, V-jel (erythemas bérelvaltozas a

dekoltazs teriiletén)

3.3.2. Autoantitestek

PM/DM-ben gyakran fordulnak elé autoantitestek, melyeken belil két csoportot
kiilonboztethetink meg: a myositisasszocialt autoantitestek mas autoimmun
betegségben is el6fordulnak, és jelenlétiik felhivhatja a figyelmet overlapszindromara
vagy gyulladasos kotészoveti betegségre (11. tablazat), mig a myositisspecifikus
autoantitestek (MSA-k) foként PM/DM-re jellemzoek (12. tablazat). A betegek 60-
80%-a pozitiv rajuk, és magas specifitasukkal segithetik a diagnozis felallitasat (139).
Jellemzéen minden betegnek egyfajta MSA-ja van, és az autoantitest szérumszintje a
betegségaktivitassal korrelal.

A leggyakoribb MSA az antiszintetaz autoantitest, amely a PM/DM-es betegek 25-30%-
aban fordul eld, és az aminosav-tRNS-szintetazok ellen iranyul (140). A fehérjeszintézis

soran az aminosavakat tRNS-szintetazok kapcsoljak a tRNS-hez. Az adott aminosav
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csak igy képes beépiilni a képzddd fehérjelanc végére. Az antiszintetdz autoantitestek
klinikailag jol korilirt szindromat jeldlnek, melyre myositis, szimmetrikus, nem eroziv

arthritis, Raynaud-jelenség, mechanikus kéz, 14z és interstitialis tiidébetegség jellemzd.

11. tablazat Myositisasszocialt autoantitestek
PM/DM és egyéb kotészoveti rendszerbetegség
tarsulasa esetén

Myositisasszocialt autoantitestek ‘

overlapszindréoma tarsuldsa
anti-PM-Scl
anti-snRNP
anti-SSA (anti-Ro52/anti-Ro60)
anti-SSB (anti-La)
anti-Ku

SSc tarsulasa
anti-PM-Scl
anti-Ku

kevert kotészoveti betegség tarsulasa
anti-snRNP

SLE tarsulasa
anti-Ku

12. tablazat Myositisspecifikus autoantitestek PM/DM-ben, illetve antigénjiik funkcioval egyiitt

Myositisspecifikus autoantitestek Antigén és funkcioja ‘

antiszintetazok
anti-Jol hisztidin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-PL7 treonin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-PL12 alanin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-EJ glicin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-OJ izoleucin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-KS aszparagin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-Zo tirozin- és fenil-alanin-tRNS-szintetaz (fehérjeszintézis)
anti-Mi2 Mi2 (transzkripcioszabalyozas)
anti-SUMO-1 SUMO-1 (fehérjék posztranszlacios modositasa)
anti-SRP SRP (Gjonnan képz6dott fehérje transzportja)
anti-p140/155 p140/155 (transzkripcidszabaly0zas)
anti-MDAS MDAS (virus ellenes velesziiletett immunvalasz)
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A leggyakoribb antiszintetaz autoantitest az anti-Jo-1, amely altaldban mar a myositis
diagnozisakor jelen van, a betegségaktivitassal korrelal, és szerepet jatszhat a a PM/DM
patogenezisében (24).

Joval  ritkdbban  fordul el6 az anti-Mi-2  autoantitest.  Antigénje a
nukleoszomaatrendez6désben ¢€s a transzkripcidgatlasban jatszik szerepet (141).
Miikodése a T- és B-sejt-differencialodasban (142, 143), illetve az izomregeneracioban
egyarant ismert (63). Az anti-Mi-2 antitestek kizarolag DM-ben fordulnak el6, és
stlyosabb bérelvaltozasokkal tarsulnak, viszont a szteroidvalasz jobb ebben az
alcsoportban, és a malignitas kockazata is kisebb (63).

Szintén ritkan el6forduld antitest az anti-SRP. A szignalfelismerd részecske (SRP) az
Ujonnan képzodé fehérjék szignalszekvenciajahoz kotodik, és eldsegiti a fehérje
citoplazmabol az endoplazmas retikulumba val6 transzportjat (63). Az anti-SRP PM-
hez tarsul, és klinikumat tekintve jellemz0 ra az immunmedialt nekrotizal6 myopathia,
amely rapidan progrediald izomgyengeséggel és izomelhalassal jard betegség (63).

Az utobbi években szamos U autoantitestet mutattak ki: az anti-p155/140 ellenanyag
gyakran fordul el6 a daganattal tarsulo szekunder DM-ben, mig az anti-SUMO-1 a
stlyos bortiinetekkel kisért DM-re jellemz6 (63).

3.3.3. Kockazati tényezok

3.3.3.1. Genetika

A legszorosabb genetikai Osszefiiggést az MHC Il-es allélek (foként a 8.1-es Osi
haplotipus bizonyos alléljai, a HLA-DR3-allélek) jelentik, ami azt sugallja, hogy a
betegség kialakulasaban a T-sejt medialta immunvalasz zavaranak lehet szerepe (15).
Az anti-Jo-1 antitestek Osszefliggést mutatnak HLA DRB1*0301 és DQA1*0501
allélekkel (144), mig az anti-Mi-2 a DRB1*0701 és DQA1*0201 allélekkel (17).

Egyéb genetikai meghatarozottsagot a proinflammatorikus TNF gén promoter —308A

polimorfizmusa jelenti, amely az autoimmun gyulladasra hajlamosithat (17).

3.3.3.2. Kornyezeti tényezok
A kornyezeti tényezOk koziil a virusok (Coxsackie, echo, influenza) emlithetk, bar
virusantigént nem sikeriilt kimutatni a betegségben, illetve virus ellenes antitestképzésre

sem all rendelkezésre irodalmi adat. Ezen kiviil az UV-sugarzas kockazati szerepe

41



DOI: 10.14753/SE.2013.1800

emelheté ki (17). A betegség gyakran tarsul malignitdshoz, tehat kialakulasaban a
daganat rejtett epitopjainak is szerepe lehet (17).

3.3.4. Patomechanizmus

A PM/DM az autoimmun betegségek kozé tartozik az izomban talalhatdo T-sejtek, a
HLA-DR asszociacio és az autoantitestek alapjan. A tiinetek harom mechanizmussal
magyarazhatok: a) az infiltral6 T-sejtek és makrofagok citotoxikus hatast fejtenek ki az
izmokon; b) a citokinek és MHC-fehérjék megzavarjak az izommetabolizmust és
miikodést; és ¢) a mikroerek érintettsége és a mikrocirkulaci6é zavara, melyek hipoxias
karosodast idéznek el6 az izmokban (15).

DM-ben a gyulladasos infiltratum féként perivascularisan és perimysialisan helyezkedik
el, és foként CD4™ T-sejtek és makrofagok, alkalmanként B-sejtek uraljak a képet (15).
PM-ben a gyulladas inkabb endomysialis, és CD8" T-sejtek dominaljak, illetve esetleg
CD4" T-sejtek és makrofagok (15). Az infiltracio elhelyezkedése és a domindlé T-sejt
tipus alapjan feltételezhetd, hogy a myositist mas mechanizmusok idézik el6 DM-ben és
PM-ben.

Fiziologiasan a differencialt izomrostok nem fejeznek ki MHC I-es molekulakat,
kizarolag a regeneralodo és fejlodo izomrostokban talalhatok meg. Ezzel ellentétben
myositisben megjelennek az MHC 1 és II molekulék az izomrostokon (normalnak tiind
izmokon, re- és degeneralodd rostokon egyarant) (145). Ennek hatterében in vitro
eredmények szerint a proinflammatorikus citokinek és kemokinek MHC 1 és 11
expressziot indukald hatasa allhat, amit izomsejtkultaran igazoltak. PM/DM-ben nagy
mennyiségi citokint (IL-1a, IL-1f, TNF-o, IFN-y) (38, 39) bocsatanak ki a gyulladasos
¢és endothelsejtek az infiltralt izomszovetben, ami 6sszességében hozzajarulhat az MHC
feldasulasdhoz a betegségben. Erdekes médon az MHC 1 fehérjék izomspecifikus,
fokozott expresszidja myositishez és anti-Jo-1 antitestképzéshez vezet transzgén
allatokban (146). Ennek hatterében az tigynevezett endoplazmasretikulum-stressz allhat,
azaz a talzott mennyiségi, fel nem tekeredett MHC I fehérje karositja az endoplazmas
retikulumot, ezaltal szamos jelatviteli Gtvonalat (NF-kB) aktivalhat, ami végsé soron
izomdiszfunkciohoz és -karosodashoz vezethet (147).

Az izomban igy megjelend MHC 1 molekuldk endogén és virus antigéneket

prezentalhatnak a CD8" T-sejteknek, amelyek citotoxikus hatdsuknak koszonhetéen
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izomkarosodast idézhetnek eld. Ennek megfelelden nagyszami CD8" T-sejt talalhato a
myositises mintakban (15).

Bizonyos irodalmi adatok aldtdmasztjdk a kostimulacios molekuldk jelenlétét is
myositisben, ami azt sugallja, hogy az izomrostok PM/DM-ben professzionalis
antigénprezentald sejtekként mikodhetnek. Az izomrostok normél esetben nem
expresszalnak B7-1-et (CD80) ¢és B7-2-t (CD86), de ezek mddosult valtozatat, a BB-1
fehérjét igen (12. abra) (148). A proinflammatorikus citokinek (IFN-y, TNF-o) BB-1-
expressziot indukalnak myoblastokban (12. abra) (148). Az ICOSL expresszio szintén
kifejezett a myositises izomrostokon, és a T-sejteket az ICOS proteinen keresztiil
kostimulalhatja (12. abra) (149). A CDA40 is megjelenhet a PM/DM-es izomrostokon (az
IFN-y CD40 expressziot indukal myoblasttenyészetben), és az infiltrald6 mononuklearis

sejtek (CD4" T-sejtek foként) CD40L-jat aktivalhatja (12. abra) (150).

TNF, IFNy @
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Regeneralédo izom

12. 4bra PM/DM-es izomrostokon kifejez6d6é molekulak

A gyulladasos citokinek hatasara a myositises izomrostokon megjelennek a kostimuldcios
molekulak, illetve az MHC I és Il. Az MHC I endoplazmasretikulum-stresszt idéz eld, ami
izomkarosoddshoz vezet. A koStimuldciés molekuldk és az MHC-expresszio alapjan az izmok
részt vehetnek az antigénprezentdalasban, és endogén, ill. virus eredetii antigéneket
mutathatnak be a T-sejteknek. Az anti-Jo-1 antitest célpontja, a hisztidin-tRNS-szintetdz
kifejezédik a regenerdlodo izomsejtekben, rdaddsul kemotaktikus hatdsi az immunsejtek
szamara, ezaltal az immunrendszer célpontjava valhat genetikai hajlam esetén. Ha egy
kornyezeti tényezé (virus stb.) izomrost-karosoddst és -regenerdciot idéz eld, akkor megfeleld
genetikai hajlam esetén elindithatja az izomgyulladast.

Az anti-Jo-1 antitestek célpontja, a hisztidin-tRNS-szintetaz jelentés mértékben

kifejez6dik a myositises regeneral6dé izomsejtekben (151), és kemotaktikus hatasa — in
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vitro legalabbis — a dendritikus sejtekre és T-sejtekre (152), ezaltal az enzim az
immunrendszer célpontjava valhat genetikai hajlam esetén.

Ha valamilyen kornyezeti tényezd (trauma, virus stb.) izomrost-karosodast &s
regeneraciot idéz eld, az izomrostok az immunrendszer célpontjaiva (tRNS-szintetaz
pl.) vélhatnak genetikailag fogékony egyénekben (HLA-allélek), ami azutdn circulus
viciosust tarthat fenn a gyulladasos kornyezetben (T-sejtek, citokinek, MHC-

upregulacio, izomrostok antigénprezentalasa).
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4. CELKITUZES

Munkank sordn az autoimmun betegségek patogenezisébdl emeltiink ki egy-egy
tényezot. Egyrészt vizsgaltuk a dohanyzas szerepét az RA patomechanizmusaban: in
vivo rendszerben a fehérjék citrullinacidjara, illetve az autoantitestképzésre kifejtett
hatasait, mig in vitro rendszerben a TNF-jelatvitelre gyakorolt hatasait vizsgaltuk.
Tovabbd a PM/DM korképben szenvedd betegek keringd MV-mintdzatanak

elemzésével biomarkert kerestiink.

1. Szamos epidemioldgiai tanulmany igazolja a dohanyzas kockazati szerepét az ACPA
pozitiv RA kialakulasaban. Az ACPA-termelés pontos mechanizmusa azonban nem
ismert. Ennek tisztazasara egy nem arthritises betegcsoportban (tiidédaganatos
betegekben) vizsgaltuk, hogy a dohanyzas hatasara fokozodik-e a citrullinacio, illetve a
fokozott citrullinacio indukal-e autoantitesttermelést (ACPA). Meghataroztuk a
daganatszovetben a citrullinalt fehérjék, a citokeratin 7 (CK7, ismert szoveti
tumormarker tiidordkban) ¢és a citrullinacioért felelds PAD4 enzim kifejezodését,
valamint a tiidédaganatos betegek szérumaban a PAD4, ACPA (anti-CCP és filaggrin
ellenes antitestek) és IgA RF szintet. A kapott eredményeket azutan a dohanyzasi

anamnézis Szerint elemeztik.

2. In vitro kisérleti rendszerben (sejttenyészetben) is megvizsgaltuk a dohanyzas
hatasait. Az RA-s autoimmun gyulladas szabalyozasaban a TNF-nek fontos szerepe
van, ezért a dohanyfiist és a TNF-jelatvitel kapcsolatanak elemzése magyarazatot adhat
a betegség ¢és a kornyezeti tényezO Osszefiiggésére. Egyik célunk volt, hogy
standardizalt modszert dolgozzunk ki a dohanyfiist elnyeletésére. Majd arra kerestiik a
valaszt, hogy a dohanyfiist hogyan befolyasolja a TNFR1-2 kifejez6dést, valamint
apoptozist indukal-e human T-lymphocytakon.

3. Az autoimmun betegségekben nagy sziikség van a mindennapi klinikai gyakorlatban
hasznalhato, diagnosztikai és prognosztikai értékli biomarkert taldlni. Szamos
korképben felmeriilt az EV-K lehetséges patogenetikai szerepe, €s biomarkerként valo

alkalmazasa. Ezért PM/DM-ben a keringd MV-mintazat (lymphocyta és monocyta
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eredeti MV-k, illetve kreatin-kindz (CK) enzimet tartalmazo, izom eredetli MV-K)

crer

crer
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5. MODSZEREK

5.1. Vizsgalati alanyok

5.1.1. Pulmonolégiai betegek a dohanyzas—citrullinacio—ACPA kapcsolat

vizsgalatahoz

A Semmelweis Egyetem Pulmonologiai Klinikajanak ambulans szakrendelésérdl és
fekvébetegosztalyarol kaptuk a betegek és egészséges kontrollok mintait (n=109). Az
Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomdnyos és Kutatasetikai Bizottsdga és az
intézeti kutatasetikai bizottsag jovahagyta a vizsgalatot. Minden beteg elolvasta a
betegtajékoztatot, és aldirasaval elfogadta a vizsgalatban vald részvételt. A betegek
Klinikai adatait a MedSol rendszerb6l vettik at, a beteg és a kezelborvos

beleegyezésével.

13. tablazat Betegadatok.

* DT csoport szignifikansan tobbet dohanyzott a DK-hoz képest. Az értékek atlag+SEM vannak feltiintetve. A
dohanyzds intenzitdsa csomagévben van megadva (ennek szamitasdt lasd késobb).

Roviditések: HPT hypertonia, diab.mell. diabetes mellitus, SEM standard error of the mean

tumoros
beteg- férfi:né dohanyzas szerves vegyiilet
betegszam életkor kiséré betegség csaladi
csoport arany intenzitasa expozicié o
anamnézis
4645 2 HPT
4 HPT, 1
DK B3-S 2149 . 2 2
diab.mell.
4 HPT, 1
NS 5145 NA ) 1 2
diab.mell.
8 31 4615 15+6 1 HPT 0 5
10 3.7 4446 NA 2 HPT 0 5
2 HPT, 1
DA 6 1:5 4545 1345 i 1 2
diab.mell.
2 HPT, 1
NB 3 1:2 42+9 NA X 0 2
diab.mell.
5 HPT, 1
NB 11 5:6 60+5 2816 . 0 5]
diab.mell.
1 HPT, 2
NT 5 1:4 61+5 NA 1 1
diab.mell.
14 HPT, 7
DT 37 18:19 61+1 3643 * diab.mell., 10 7 20
COPD

47



DOI: 10.14753/SE.2013.1800

Munkank elsésorban tiidérakos betegekre iranyult, de kontrollként az egészséges
egyének mellett egyéb pulmonolégiai korképben szenvedd betegeket is bevontunk a
vizsgalatba, hogy szélesebb ralatasunk legyen az ACPA-képzés mechanizmusara.

A dohanyzasi szokas és a tiidogyogyaszati diagndzis szerint 10 betegcsoportot
kiilonboztettiink meg (13. tablazat): nem dohanyos (soha nem dohanyzott) és dohanyos
(jelenleg vagy korabban dohanyzott) egészséges kontrollok (NK és DK), asthma
bronchialében (NA ¢és DA), sarcoidosisban (NS és DS), kronikus obstruktiv
tidobetegségben (COPD) (NB és DB) és tiidérakban (NT és DT) szenvedd betegek. A
betegek adatait a 13. tablazat mutatja.

A tiidorakos betegek koziil 30 f6 részesiilt kemoterapias kezelésben, 14 kapott
sugarkezelést, 3 f6 pedig kombinalt kezelésben részesiilt. 17 betegnél adenocarcinomat,
11-nél kissejtes tiidorakot, 10-nél laphamrakot diagnosztizaltak, mig 4 fének nem ismert
a daganatos szovettani eredménye a MedSol rendszerbél. Egyik beteg sem szenvedett
RA-ban vagy mas autoimmun betegségben.

A vért nativ vérvételi csovekbe vettiik le (n=109), és a szérumokat —20°C-on tartottuk a
feldolgozasig (RF, PAD4 és ACPA szint meghatarozashoz). 18 betegtdl formaldehiddel
fixalt és paraffinba dgyazott bronchoszkopos szdvettani mintat is gyiijtottiink szoveti
microarray-hez (TMA-hoz), amelyet azutan immunhisztokémiai modszerrel (CK7,
PAD4 ¢s citrullinalt fehérje) festettiink. A Semmelweis Egyetem 1. Sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézete tiidérakos betegektdl szarmazd, tovabbi 100 TMA-at
(vérminta nélkiil; a dohanyzasi anamnézisbdl annyi ismert, hogy dohanyzott-e valaha)
bocsatott a rendelkezésiinkre a Pulmonologiai Klinikaval egyeztetve. A TMA-kat az
elébb emlitett harom szdveti antigénre szintén megfestettiik (14. tablazatban tiintettiik

fel a TMA alcsoportokat).

14. tablazat TMA-k megoszlasa tumortipus szerint a dohanyzas fliggvényében

differencialt adenocarcinoma

nem differencialt adenocarcinoma 9 2 3
laphamrak 4 0 1
kissejtes tiidérak 5 0 0
mucinszekretal6 daganat 10 8 7
nem szekretalé daganat 9 9 9
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Minden beteg kérddivet toltott ki dohanyzasi szokasairol (mett6l meddig, naponta
mennyit dohanyzott), az alkoholfogyasztasrol, a kémiai expoziciordl, korabbi
betegségeirdl (cukorbetegség, magasvérnyomas-betegség, COPD, asthma, sarcoidosis,
RA) és tumoros anamnézisérdl (a diagnosztizalt tumor tipusa, kapott-e kemoterapiat és
sugarkezelést a beteg, és daganatok csaladi eléfordulasa) (13. tablazat). A dohanyzas
intenzitdsat a csomagévvel szamszerisitettiik: csomagév = napi cigarettaszam X
dohanyos évek szama / 20 (1 doboz 20 cigarettat tartalmaz). Az alkoholfogyasztast az
egységévekkel szamszertsitettiik: egység év = naponta elfogyasztott alkoholos egység
szama (egység = alkoholos ital térfogata ml-ben X alkoholos ital térfogatszazaléka /

1000) x az alkoholfogyasztas hossza években megadva.
5.1.2. Betegek a mikrovezikula-vizsgalatokhoz

Husz PM/DM-es beteget (kezelt, nem aktiv betegek) ¢és husz kor és nem szerint
illesztett egészséges kontrollt valasztottunk be a vizsgalatba a pragai Karoly Egyetem
Reumatolégiai Tanszékérdl. Minden beteg elolvasta a betegtajékoztatot, és aldirta a
beleegyezd nyilatkozatot. A résztvevOok jellemzdit (klinikai és laboratériumi

paraméterek) a 15. tablazat mutatja.

15. tablazat Betegek adatai és vizsgalati eredményei.
Az értékek atlag+SEM vannak feltiintetve.

Klinikai jellemzok Laboratériumi paraméterek
dtlag életkor 51£3 év CRP 9,00+2,05
feérfi:nd arany 1:3 CK 31576 U/ml
tiinetek fenndalldasa 42+12 honap LDH 500+108 U/ml
PM-DM-es betegek ardnya  12:8 myoglobin 174+46 ng/ml
izomerd (MMT) 8442 kreatinin 75£5 pmol/l
izom MYOACT VAS 1543 lymphocyta 18504180 sejt/pul
tildd MYOACT VAS 14+3 thrombocyta 242+14 sejt/ul
iziileti MYOACT VAS 11+4 anti-Jo-1 9/20 £6 pozitiv
globalis aktivitas VAS 19+2

tiiddérintettség 11/20 16

kezelés 18/20 £6 szteroid

(31+£5 mg prednizon)
5 f6 azatioprin
6 f6 metotrexat

1 6 mikofenolat

49



DOI: 10.14753/SE.2013.1800

Az izomer6t manualis izomteszttel (manual muscle test, MMT) becsiiltiik meg
(International Myositis Assessment and Clinical Studies [IMACS] alapjan (153)). A
dominans oldalon a deltoideus, biceps és triceps brachii, csukld extensorok, quadriceps
femoris, boka dorsiflexorok, nyaki flexorok, gluteus medius és maximus, iliopsoas
izmokat 10 pontos skalan értékeltiik (maximum 10x10=100 pont adhaté normal
izommiikodésnél). Vizualis analdég skalan (Myositis disease activity assessment visual
analogue scales, MYOACT VAS) hataroztuk meg a szervspecifikus (izom, tiidé ¢és
izlilet) és a globalis betegségaktivitast (153). A szteroidkezelés esetében a prednizolonra
atszamitott dozist adtuk meg. A laboratériumi paraméterek koziil rogzitettiik a gyulladas
mértékét jelz6 C-reaktiv proteint (CRP-t), ill. az izomeredet(i faktorok - kreatin-kinaz
(CK), laktat-dehidrogendz (LDH), myoglobin — szintjét, tovabba dokumentaltuk a
kreatininszintet, a lymphocyta- és thrombocytaszamot, az anti-Jo-1 pozitivitast és a
tiidoérintettséget.

A betegek és egészséges kontrollok anamnézisében nem szerepelt olyan egyéb, jelentos
megbetegedés (trombotikus szovédmény, stroke, akut koronariaszindroma és szisztémas
fertézés), amely jelen ismereteink szerint befolyasolhatta az MV szamot (egy beteg 2-es
tipusu diabetesben szenvedett).

A vér citratot tartalmazd vérvételi csObe keriilt levételre. A frissen centrifugalt
vérplazmakat -20 fokon taroltak a Pragai Egyetemen, majd -20 fokon szallitottak
Intézetiinkbe (Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézet), ahol egyszeri felolvasztast
kovetden egyszerre, egy miiszerbeallitassal tortént a mintdk 4ramlési citometrias
mérése. A CK enzimmeghatirozast a Javorszky Odon Koérhaz Koézponti
Laboratoriuméaban (Vac), mig az elektronmikroszkopos feldolgozast a Magyar

Tudoményos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetében végeztiik.

5.2.  Invitro sejtes vizsgalatok

5.2.1. Dohanyfiist elnyeletése

A dohanyfiist elnyeletésére in vitro rendszert dolgoztunk ki az MTA-ELTE
Peptidkémiai Kutatocsoport kozremiikodésével (13. abra). A kialakitas nehézségét jelzi,
hogy a kezelendd sejtek miatt sterilen kellett megoldani az elnyeletést, ezért minden

1épést steril fiilke alatt végeztiink. A munkahoz piros Symphonia cigarettat hasznaltunk.
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A lombikba elézetesen 100 ml steril 10%-os szérumot (FCS) tartalmazé tapoldatot (lasd
az Osszetétel a sejtek kezelése fejezetben) pipettaztunk. A cigaretta végét lecsipett végu,
sterilezett pipettahegybe dugtuk, majd a pipettahegy masik végét sterilen a
lombikkivezetés végéhez csatlakoztattuk. A mésik lombikkivezetés biztositotta a levegd
szivasat a cigaretta megfeleld égéséhez, ezért steril csatlakozon keresztiil motoros szivot
csatlakoztattunk a rendszerhez. Majd meggyujtottuk a cigarettavéget, és idénként a
motoros szivoval szippantottunk a megfelelé égéshez. A lombikba csak a magas
hémérsékleten izz6 cigaretta fiistje keriilt. A cigaretta teljes elégése utan a lombikot
steril kupakkal gyorsan zartuk, és a benne levé gazelegyet Gsszeraztuk a 100 ml
tapoldattal. Ezutan a tapoldatot 4°C-on tartottuk, valamint az oldat csiramentességének

igazolasara kis mennyiséget szobahdmérsékleten taroltunk 5 napig zart, sterilizalt

Ver ey
"0s Symphonia

motoros szivé

csatlakozdja e
N'HIW'

(
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13. abra Dohanyfiist elnyeletése

5.2.2. Sejtek és kezelési séma

Jurkat-sejteket és egészséges egyén periférias vér mononuklearis sejtjeit (PBMC)
kezeltiik a dohanyfiistés médium kiilonbozd koncentracioival. A kovetkezd csoportokat

kalonitettiik el:
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1. kontroll: hagyomanyos tapoldatban tartott sejtek
sejtek

3. 5X: 5-sz0ros higitast dohanyfiisttel telitett tapoldatban inkubalt sejtek

4. 10x: 10-szeres higitasu dohanyfiisttel telitett tapoldatban inkubalt sejtek

5. 20x: 20-szoros higitasu dohanyfiisttel telitett tdpoldatban inkubalt sejtek

6. 30x: 30-szoros higitast dohanyfiisttel telitett tapoldatban inkubalt sejtek

7. 50x: 50-szeres higitasu dohanyfiisttel telitett tapoldatban inkubalt sejtek
A 24 lyuku tenyésztd lemezre lyukanként 10° sejtet vittiink fel, majd a megfeleld
médiumban tartottuk 48 oran keresztiil. Ezutan elvégeztiik az aramldsi citometrias
mérést. A kisérleteket 3 alkalommal ismételtiik, minden esetben 3 parhuzamos mintan
(6sszesen 9 minta minden egyes dohanyfiisthigitashoz).
A Kkisérletekhez RPMI 1600 tapoldatot hasznaltunk, amely 10%-0s borjuszérumot
(FCS), 2 mM L-glutamint, 100 IU/ml penicillint, 100 pug/ml gentamicint is tartalmazott.
A sejteket 37°C-0s 5% CO,-t tartalmazo termosztatban tartottuk.

5.2.3. PBMC izolalas

A periférias vért heparinos vérvételi csébe vettiik le, majd 2:1 aranyban higitottuk fel
RPMI-vel. Gradienst készitettiink % rész Histopaque 1083 (Sigma Aldrich St. Louis,
Egyesiilt Allamok) és % rész higitott vérbol. Centrifugalas utan leszivtuk a
lymphocytagyiiriit. RPMI-ben vald kétszeri mosas utin a sejtiilledéket RPMI-ben

reszuszpendaltuk.

5.3. ELISA vizsgalatok (szérum PAD4, ACPA és IgA RF)

A Pulmonologia Klinikar6l szarmazo betegszérumok PAD4 szintjét Chang és mtsai.
munkaja alapjan ELISA modszerrel hataroztuk meg (154). A szérummintak (1:10-es
higitas 0,05 M-os karbonat-bikarbonat pufferben, pH 9,6) fehérje tartalmat erésen kotd
microplate-re (Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen, Németorszag) kotottik ki egy
¢jszakas inkubdlassal 4°C-on. 5%-0s zsirszegény tejjel vald blokkolas utan (1 oOra,
37°C) a lemezt poliklonalis egér anti-PADA4 ellenanyaggal (1:500-as higitas PBS-0,1%
Tween oldatban) (Abnova Corporation, Taipei, Tajvan) inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-
on. Mosas utan tormaperoxidazzal konjugalt poliklonalis anti-egér IgG ellenanyaggal
(1:500-as higitas PBS-0,1% Tween oldatban; Dako, Glostrup, Dania) inkubaltuk 1 6ran
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at 37°C-on. Az ellenanyag-kotodést tetrametil-benzidinnel (10mg/1 koncentracio; 0,1M-
0s pH 5,5 acetat pufferben higitva, 30%-0s H,O, hozzaadasaval, Sigma Aldrich, St.
Louis, Egyesiilt Allamok) jelenitettikk meg (1 6ra, szobahémérséklet). A reakciot 4N-0s
kénsavval allitottuk le. Az abszorbanciat 450 nm-es és 620 nm-es hullamhosszon
mértiik (Labsystems Multiskan MS spektrofotométer, Vantaa, Finnorszag). Mivel a
PAD4 normal szintje nem ismert, ezért a betegek PAD4 értékeit az egészséges
kontrollcsoporthoz hasonlitottuk, azaz az egészséges nem dohanyos kontrollokban mért
atlag + 2-szeres szoras feletti értékeket tekintettiik emelkedettnek.

A szérum ACPA szintet kétféle modszerrel hataroztuk meg: CCP Kittel (anti-CCP titer)
és filaggrin peptidekkel (filaggrin ellenes antitest). Az anti-CCP pozitivitast
Immunoscan CCPlus® kittel (Euro-diagnostica, Nijmegen, Hollandia) hataroztuk meg a
gyart6 utasitasai szerint (155). A gyart6 altal megadott hatarérték 25 U/ml volt.
Vizsgaltuk a szérumok reaktivitasat citrullint és azonos aminosavnal arginint tartalmazo
filaggrinpeptidekkel is  (Ac-TXGRSK(biotin-6-amino-hexanoil)-NH, ~ és  Ac-
TRGRSK((biotin-6-amino-hexanoil)-NH,, X=citrullin, R=arginin), melyeket az MTA-
ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport szintetizalt (156). Az ELISA modszert az ELTE
Immunologiai Tanszéke dolgozta ki. A citrullin vagy arginin tartalmu filaggrinpeptidet
(1 ug/ml PBS-ben oldva) erésen koté microplate-re (Greiner-Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Németorszag) kotottik NeutrAvidinnel (5 ug/ml PBS-ben oldva;
Thermo Scientific, Waltham, Egyesiilt Allamok) (156). Marha-szérumalbuminnal
(Sigma Aldrich, St. Louis, Egyesiilt Allamok) blokkoltuk a lemezeket, majd a vizsgalati
alanyok szérumaival (1:400-as higitas PBS—-0,05% Tween oldatban) inkubaltuk egy
¢jszakan at 4°C-on. Ezutan tormaperoxidazzal konjugalt nytl antithuman poliklonalis
IgG antitesttel (1:2000-es higitas; Dako, Glostrup, Dania) inkubaltuk a lemezeket 1 6ran
at 37°C-on, és az ellenanyag-kotédést tetrametil-benzidinnel (10 mg/ml-es 0,1 M pH5,5
acetat pufferben oldva 30%-0s H,0; hozzaadasaval; Sigma Aldrich, St. Louis, Egyesiilt
Allamok) jelenitettik meg 5 perc alatt szobahémérsékleten. A reakciot 4N-os kénsavval
allitottuk le. Az abszorbanciat 450 nm-es és 620 nm-es hullamhosszon mértiik
(Labsystems Multiskan MS spektrofotométer, Vantaa, Finnorszag).

A betegszérumok RF-pozitivitasat is vizsgaltuk. Amiatt valasztottuk az IgA tipusu RF-
et, mert az IgA antitestek elsésorban a mucosa/bronchus asszocialt szovetekben

termelddnek, €s a pulmonoldgiai betegek vizsgalata kapcsan kézenfekvonek tiint az IgA
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tipus meghatarozasa. Réadasul leginkabb az IgA RF mutat 6sszefiiggést a dohanyzassal
RA-ban (26). A mérést Autostat' "Il RF IgA kittel (Hycor Biomedical Ltd., Edinburgh,
Egyesiilt Kiralysag) végeztik a gyartd utasitisai szerint. A gyartd altal megadott
hatarérték 30 U/ml volt.

5.4. CK enzimaktivitas mérése

Hat PM/DM-es beteg és hat egészséges kontroll vérplazmajan vizsgaltuk a CK
enzimaktivitast differencialcentrifugalast kovetden. Feltételeztiik, hogy a PM/DM-es
betegek vérplazmajaban izom eredetli, CK enzimet tartalmazé MV-k lehetnek jelen. Az
izomgyulladas miatt a karosodott izmokbol nagy mennyiségli CK enzim szabadul fel,
esetleg MV-k formajaban is. A vérmintak Sml-es térfogatait 300 g-n 10 percig
centrifugaltuk a sejtek {ilepitése céljabol. Majd a feliiliszot 16500g-n 20 percig
centrifugaltuk, igy a nagyobb EV-ket kicsaptuk. Ezt kovetéen 2,5 ml feliiliszot 9 ml-re
higitottunk, és 800 nm-es sziirdn atsziirtiik, ezaltal MV-ben gazdag szuszpenzidohoz
jutottunk. A 8,5 ml szuszpenziot 100 000g-n 60 percig ultracentrifugaltuk, ¢és a képz6do
csapadékot 200 pl 1%-o0s, pH7,4-es PBS-ben reszuszpendaltuk. A CK-aktivitas
meghatarozasdhoz az enzimet ki kellett nyerni az MV-kbdl. Erre kétféle modszer allt
rendelkezésiinkre: detergensekkel a membran feloldésa, ill. ismételt fagyasztds-
felolvasztas modszerével a membran feldarabolasa. El6zetes kisérleteink soran a normal
¢s magas CK tartalmu probaszérumok (egyéb betegségben szenvedd betegek
szérummintai) kiilonbozd detergensekkel (Triton-X 100 és Tween 20) torténd kezelése
kis mértékben csokkentette a mért enzimaktivitast, a fagyasztas-felolvasztas azonban
nem befolyasolta azt, tehat ez alapjan feltételezhetéen az MV-gazdag szuszpenzidoban
sem. Ez alapjan vélasztottuk az utébbi modszert az MV-k fragmentéalasdhoz. Ot perc
fagyasztas -70°C-on és 5 perc inkubalas 36,5°C-on haromszor ismételve. A CK
enzimaktivitast kinetikus fotometriai modszerrel hataroztuk meg Advia 1650 kémiai
automataval IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) ajanlas szerint
gyartott reagenssel a PM/DM-es betegek ¢és egészséges kontrollok minden
centrifugafrakcidjaban (eredeti minta, 300g és 16500g centrifugalas utan képz6dott
feliilisz6, szlrés utani szuszpenzio, 100 000g ultracentrifugalas utan képzddott
feliiliszo és a reszuszpendalt csapadék). A méréseket a vaci Javorszky Odon Korhaz

Kozponti Laboratoriumaban végeztiik. A kalibralt mérési minimum 5 U/L
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5.5. Aramlasi citometria

5.5.1. Dohanyfiisttel kezelt sejtek

A dohanyfiisttel kezelt sejteken TNFR1 és 2, valamint annexin V festést végeztiink. A
sejteket lecentrifugaltuk, majd mosas utan 10° sejtet PBS-ben (TNFR1 és 2 jel5lés),
illetve 10x annexinpufferben (annexinjelolés) higitott festékkel (TNFR1-FITC, TNFR2-
R-PE, Annexin V-FITC, Invitrogen, Egyesiilt Allamok) jeloltink 20 percig
szobahdmérsékleten sotétben. Mosas utan 2%-0s paraformaldehid oldatban fixaltuk a
sejteket, és ezt kovetden két oran beliil elvégeztik az aramlasi citometrids mérést.
Festetlen ¢és festett kezeletlen sejteket hasznaltunk kontrollként. A mintdkat 20 mW-0s
argon (emisszid 488 nm-en) és 16 mW-os hélium-neon (emisszidé 634 nm-en) 1ézerrel
felszerelt FACSCAlibur aramlasi citométeren (BD Biosciences, New Jersey, Amerikai
Egyesiilt Allamok) mértiik le. Az értékeléshez CellQuestPro szoftvert (BD Pharmingen,
New Jersey, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. Mivel a sejtkezeléseket 3
kiilonb6z6 alkalommal végeztiik (minden alkalommal 3 parhuzamos sejtmintan), ezért a
FACS-mérésbol (Fluorescence-activated cell sorting, aramlasi citometria) nyert adatok

Osszehasonlithatosaga érdekében minden esetben a valtozas mértékével szamoltunk.
5.5.2. Mikrovezikulak

Husz PM/DM-es €s husz egészséges kontroll plazmamintdjat hasznaltuk fel az dramlasi
citometridhoz egyszeri felolvasztds utan. 300 pl plazmamintdhoz 100-100 pl
fluorokrom festéket (FITC, PE, PerCP) adtunk, és sotétben szobahémérsékleten 20
percig inkubaltuk. A T- és B-sejt, illetve monocyta eredett MV-ket FITC-, PE- és
PerCP-konjugalt CD3, CD19 és CD14 ellenes egér antihuman monoklonalis antitesttel
(BD Pharmingen, New Jersey, Amerikai Egyesiilt Allamok) jeloltiik. Ezt kovetden az
Osszes mintat egyszerre, egy késziilékbeallitassal mértiik le FACSCAlibur aramlasi
citométeren. A méréstartomany beallitasahoz (200-1000 nm) 1 um-es mikrogyongyoket
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk (157): ezen
események képezték az MV kapu fels6 részét. Az aramlasi citométer 200 nm-es filtert
tartalmaz, ezért ez az érték szamitott a mérési minimumnak. Minden minta esetében az
eseményszamot 30 masodpercig szamoltuk. A héattérzaj csokkentésére a festetlen minta
eseményeit natrium-klorid oldathoz hasonlitottuk az FSC (forward scatter) - SSC (side

scatter) diagrammon, és a festetlen minta pozitiv eseményeire kapuztunk. A festett
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mintak mérése ezen kapun belill tortént. Rogzitettik a CD3, CD14 és CD19 pozitiv
eseményeket. Az FL1-FL2, FL2-FL3, FL1-FL3 diagrammokon a betegekben mért,
kapuzott események szamat az egészséges kontrollok eseményeihez hasonlitottuk. Az
értékelést CellQuestPro szoftverrel (BD Pharmingen, New Jersey, Amerikai Egyesiilt

Allamok) végeztiik.

5.6. Immunhisztokémia

A tiidodaganatban szenvedd betegek vizsgdlata soran 4 um vastag TMA
sorozatmetszeteket hasznaltunk fel az immunhisztokémidhoz (CK7, PAD4 és citrullinalt
proteinek). A TMA metszeteken az adott beteg mintai kétszeresen-haromszorosan
voltak jelen. Az expressziot NovoLink Polymer kittel (Novocastra/LEICA, Newcastle
Upon-Tyne, Egyesiilt Kiralysag) jelenitettik meg. Az antigénfeltaras céljabol a
deparaffinezett TMA metszeteket ~100°C-on forraltuk melegitettik Tris-EDTA
pufferben (pH 9) 40 percig kuktaban. Az endogén peroxidazokat 0,5%-0s H,O,-metanol
oldattal blokkoltuk 15 percig. Majd a metszeteket Protein Block reagenssel inkubaltuk
10 percig, ¢és azutdin monoklonalis egér antihuman CK7 (1:500-as higitas;
Novocastra/LEICA, Newcastle Upon-Tyne, Egyesiilt Kiralysag), antihuman PADA4
(1:400-as higitas; Sigma Aldrich, St. Louis, Egyesiilt Allamok) vagy anticitrullin
(1:4000-es higitas; Abnova Corporation, Taipei, Tajvan) antitesttel jeloltik. Ezt
kovetéen a metszeteket Post Primary Block reagenssel inkubaltuk 30 percig, majd

NovoLink™" Polymerrel szintén 30 percig. Az inkubaciok kozott a metszeteket TBS-
ben mostuk 2x5 percig. A peroxidazaktivitast DAB-H,0; oldattal jelenitettiik meg,
majd hematoxilinnel feliilfestettiik a metszeteket, és Faramounttal rogzitettik a
targylemezen (Dako, Glostrup, Dania).

Az immunfestett TMA-kat azutin Pannoramic Scan szoftverrel (3DHISTECH,
Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk 20x objektivvel (NA=0,83). A CK7, PAD4 és
citrullinalt fehérje expresszié mértékét szemikvantitativ pontrendszerrel értékeltiik (158,
159). Az immunhisztokémiai pontszam két komponens szorzatabol tevodott Ossze:
festddési intenzitas (0: negativ festddés, 1: enyhe festddés, 2: kozepes festodés, 3: erds
festédés) és a pozitiv sejtek szazalékos aranya (0: 0%, 1: <10%, 2: 10-50%, 3: 50-80%,
4: >80%). A festédés mértéke alapjan 4 alcsoportot kiilonitettiink el: O pont: nincs

expresszio, 0,5-4,4 pont: gyenge kifejez6dés, 4,5-8,4 pont: kozepes kifejezddés, 8,5-12
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pont: erés kifejez6dés (20). Minden betegtél 2-3 mintat pontoztunk, és az atlagolt
értékeket hasznaltuk fel statisztikai elemzéshez. A kiértékelés sordn felndtt tonsilla
szolgalt kontrollként, illetve egy adenocarcinomés beteg nyirokcsomodja belsd

kontrollként.

5.7. Elektronmikroszkopia

A PM/DM-es betegekbdl szarmazd MV-ket elektronmikroszkopiaval is megvizsgaltuk.
A 100 000g-s ultracentrifugalassal nyert csapadék elektronmikroszkopos feldolgozasa
utdn nem sikeriilt megfeleld mindségben megjeleniteni az MV-ket, ezért a 16500 g-s
centrifugalassal nyert csapadékot is vizsgaltuk, és ily modon jobb képmindséghez
jutottunk. A csapadékot szobahOmérsékleten 60 percig fixaltuk 4%-0s
paraformaldehiddel (0,01M-os foszfat pufferben [PB], pH7,4). Majd kimostuk a fixalot
foszfatpufferrel, és 1%-es OsOs—dal (Taab; Aldermaston, Berks, Egyesiilt Kirdlysag)
fixaltuk 30 percig. Desztillalt vizzel oblitettiik, és felszallé alkoholsorban dehidraltuk,
majd 2%-os uran-acetattal (70%-os etanolban) fixaltuk 30 percig. Taab 812-be (Taab;
Aldermaston, Berks, Egyesiilt Kirdlysag) agyaztuk, és egy ¢&jszakan at 60°C-on
polimerizaltuk. Ultravékony szeleteket (60 nm) vagtunk, és Hitachi 7100 transzmisszios

elektronmikroszkdppal (Hitachi Corporation, Japéan) vizsgaltuk.

5.8. Statisztika

A kiilonb6z6 csoportok kozotti kiilonbségeket Mann—Whitney-teszttel, Kruskal-Wallis
egymintas varianciaanalizissel (majd Dunn-féle posthoc teszttel) és Fischer-teszttel
elemeztiikk. Mivel a PAD4 normal szintje nem ismert, ezért a pulmonoldgiai betegek
értékeit a nem dohanyos kontrollokéihoz hasonlitottuk, azaz az egészséges nem
dohanyos csoportban mért atlag+2-szeres szoras feletti PAD4 értékeket tekintettiik
emelkedettnek. A klinikai és laboratoriumi paraméterek, valamint a szovettani pontszam
Osszefliggéseit Spearman-féle rangkorrelacios teszttel vizsgaltuk. Tovabba lineéris
regresszioszamitast végeztiink a korrelald6 MV paraméterek kozott. A 0,05 alatti p

érteéket tekintettiik szignifikdnsnak. Az adatokat atlag+SEM tlintettiik fel.
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6. EREDMENYEK

6.1. A dohanyzas—citrullinacio—ACPA kapcsolat vizsgalata

6.1.1. A citrullinalt fehérjék, a CK7 és a PAD4 szoveti festodése

A tiidébetegek mintain végzett kisérleteink elsé részében szdveti szinten vizsgaltuk a
citrullindlt fehérjék és a citrullinacidért felelds enzim jelenlétét. Az expresszios
mintdzatot a dohanyzas szerint értékeltiik, hogy megtudjuk, a dohanyzas valoban

befolyasolja-e a tiidoszdvet citrullinaciojat.

6.1.1.1. PAD4 és a citrullinalt fehérjék lokalizdcidja

A kontrolltonsillaban a kapillarisokban lathatd granulocytdk festédtek PAD4-re
(nukledris festédési mintdzat) (14. abra A). A daganatos beteg nyirokcsomoéjaban
szintén nukledarisan festddd, PAD4 pozitiv granulocytékat lattunk az erekben (14. édbra
C). A daganatos sejtekre erdteljes PAD4 kifejez0dés volt jellemzd, bar inkabb
citoplazmatikus  lokalizaciot  talaltunk,  illetve a  daganatot  infiltralo
monocytakban/makrofagokban nuklearis PAD4 festodést lattunk (14. abra E).

A teljes kontrolltonsilla citrullinalt proteineket tartalmazott: az immunsejtek és a
hamréteg egyarant festddott (citoplazmatikus és nuklearis) (14. abra B). Az
adenocarcinomas betegbdl szarmazé nyirokcsomo kevésbé mutatta a citrullinacio jeleit,
¢és inkabb nuklearis festddés mutatkozott (14. dbra D). A daganatos sejtek intenziv
citoplazmatikus festddést mutattak a citrullinalt fehérjékre, de egy enyhe alapfestddés a
kornyez6, nem daganatos szovetekben is latszodott (14. abra F).

A CK7 a tiidédaganat ismert markere. Egy kivételével minden daganatminta kifejezte a
CK7-et. Meglepd mddon a citrullinalt fehérjék festddési mintazata megegyezett a CK7-
tel (14. abra G és I, H és J), és a citrullinacio alapjan minden esetben elkiiloniilt a
daganatos szdvet a kornyezd, egészséges részektl - itt minimalis citrullinaciot
tapasztaltunk (14. abra I, J). A citrullinal6 enzim, azaz a PAD4 expresszioja szintén
megegyezett a CK7-ével (14. abra G és K, H és L), és minden esetben megfestette a
daganatos sejteket, a kornyezé szovetek viszont nem fejezték ki a PAD4-et (14. abra K,

L) — szemben a citrullinalt fehérjék minimalis alapfestédésével.
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14. abra A CK7, PAD4 és a citrullinalt fehérjék immunhisztokémiai vizsgalata.
A-F: 400x nagyitds, melynél jol lathato a PAD4 (A, C, E) és a citrullindlt fehérjék
(B, D, F) pontos lokalizacidja a kontroll tonsilla (A, B) és a nyirokcsomé (C, D),
valamint a #idédaganat (E, F) konszekutiv metszeteiben. G-N: 100x nagyitds,
mely alkalmas a nem dohdnyos (G, I, K) és dohdanyos (H, J, L) adenocarcinomas,
illetve laphamrdkos (M, N) beteg CK7 (G, H), PAD4 (I, J, M) és citrullinalt
fehérje (K, L, N) mintazatanak dsszehasonlitasara.

A: tonsilla granulocytdainak nukledris PAD4 festédése; B: citrullinalt fehérjék a
tonsillaban; C: nyirokcsomé granulocytdinak PAD4 festédése; D: citrullindlt
fehérjék a nyirokcsoméban; E: PADA4 citoplazmatikus festédése a tiidédaganatos
sejtekben; F: citrullindlt fehérjék a daganatos sejtekben; G: CK7 festédés nem
dohanyos tiidérdkos beteg mintajan;, H: CK7 festodés dohdanyos tiidédaganatos
beteg mintdjan; 1. PAD4 festédés nem dohanyos tiidordakos beteg mintdjan; J:
PAD4 festédés dohanyos tiidédaganatos beteg mintajan; K: citrullinacio nem
dohanyos tiidérdakos beteg mintajan; L: citrullindcio dohanyos tiidédaganatos
beteg mintdjan;, M: laphamrak PAD4 festédése; N: citrullindcio laphamrakban.
Forras: Baka Zs. és mtsai. (160)

6.1.1.2. Kifejezddés mértéke

A kifejez6dés mértékét az immunhisztokémiai pontszam alapjan 4 csoportba osztottuk:
nincs expresszio (0), gyenge (0,5-4,4), kozepes (4,5-8,4) és erds (8,5-12) kifejezddés
(16. tablazat). A citrullinalt fehérjék és a PAD4 enzim minden daganatmintaban (a CK7
negativban is) megjelent (16. tablazat). A citrullinalt fehérjék esetében ritkan
talalkoztunk gyenge expresszioval: az adenocarcinomés csoportban és nem kissejtes
tiildérakban 12,9%-ban és 11,9%-ban, laphamrakban és kissejtes tiidérakban egyaltalan
nem (16. tablazat). A PAD4 enzimnél gyakrabban figyeltiink meg gyenge kifejezédést:
a laphamrakos mintdk 60%-4ban (szemben a citrullinacidval), adenocarcinomaban
37,1%-ban. A mintdk nagy része kozepes €s erds expressziot mutatott a citrullinalt
fehérjék esetében (adenocarcinomanal: 41,9-45,2% aranyban), és meglepd modon
kissejtes tiidorakban és laphamrakban minden TMA erésen festodott (16. tablazat).
Hasonloan a PAD4 kifejezddése is nagyobb részt kdzepes és erés volt, bar gyakrabban
talaltunk kozepes festédést a citrullinacioval Osszehasonlitva (16. tablazat). A
dohanyosok és nem dohanyosok PAD4 ¢és citrullin mintazata azonos volt (16. tablazat).
A CK7 expresszidja egyarant kovette a citrullinalt fehérjék és a PAD4 festddési

eloszlasat.
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16. tablazat A daganatalcsoportok expresszids mintazata

Nincs Gyenge Kozepes Er6s
Daganatcsoport . . . .
s o il €Xpresszio €Xpresszio eXpreSSZIO €XPresszio
(0) (05-44) | (4,5-84) (8,5-12)
W CK7 1,6% 16,1% 50,0% 32,3%
£
= PAD4 0% 37,1% 50% 12,9%
'S
8 CIT 0% 12,9% 41,9% 45,2%
U K7 0% 20,0% 60,0% 20,0%
= PAD4 0% 600%  400% 0%
=]
S CIT 0% 0% 0% 100%
. CK7 0% 28,6% 28,6% 42,8%
(5]
| PAD4* 0% 0% 80,0% 20,0%
x CIT 0% 0% 0% 100%
. CK7 1,5% 16,4% 50,7% 31,4%
S| PAD4 0% 38,8% 49,3% 11,9%
< »n
4 CIT 0% 11,9% 38,8% 49,3%
2 oY 2,0% 7,8% 49,0% 41,2%
= PAD4 0% 24.5% 61,2% 14,3%
& CIT 0% 5,9% 33,3% 60,8%
W ck7 0% 22,2% 40,7% 37,1%
o
55| PAD4 0% 33,3% 44.5% 22,2%
Z <
] CIT 0% 11,1% 25,9% 63,0%

6.1.1.3. A citrullindlt fehérjék, a PAD4 és a CK7 immunhisztokémiai pontszdamainak
statisztikai elemzése és osszehasonlitisa
A citrullinalt fehérjék festddése ¢és a CK7 kifejez6dés - ahogy lattuk a
fénymikroszkopos felvételeken - egybeesett a daganatos mintdkban (14. abra G és K, H
¢és L), tovabba immunhisztokémiai pontszamuk is korrelalt egymassal (15. abra A és C)
(p<0,0021, r=0,2978).

A PAD4 enzim expresszidja szintén egybeesett a CK7 festédésssel (14. abra G és I, H
és J), és immunhisztokémiai pontszamuk korrelalt egymassal (p<0,0001, r=0,5397) (15.

abra A és B). Bar a PAD4-¢ és a citrullinalt fehérjéké nem korrelalt.
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15. abra A daganatos alcsoportok immunhisztokémiai pontszama a CK7, PAD4 és citrullinalt fehérjék szerint
A PAD4 immunhisztokémiai pontszama szignifikansan magasabb volt a kissejtes tiidérdkban a nem kissejtes
tiidorakhoz (p=0,0232), az adenocarcinomdhoz (p=0,0291) és a laphamrakhoz (p=0,0159) képest. A citrullinalt
fehérjék immunhisztokémiai pontszama szignifikansan magasabb volt a kissejtes tiidorakban az adenocarcinomdhoz
(p=0,0175) és a nem kissejtes tiidorakhoz képest (p=0,0230).

Réviditések: D dohanyos, N nem dohdnyos, diff-adeno differencialt adenocarcinoma, nem diff-adeno differencidlatlan
adenocarcinoma, mucin mucintermeld daganat, nem szekr nem szekretalo tumor, SSC laphamrak, SCLC kissejtes
tiidérak, NSCLC nem kissejtes tiidérak.

Forras: Baka Zs. és mtsai. (160)

A citrullinalt fehérjék, a CK7 és a PAD4 expresszidjat tiikkr6z6 immunhisztokémiai
pontszam alapjan nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget a dohdnyos és nem dohdnyos

tiildédaganatos betegek kozott (14. abra G és H, | és J, K és L; 15. abra).
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A PAD4 immunhisztokémiai pontszdma szignifikdnsan magasabb volt a kissejtes
tiildérakban a nem kissejtes tiidérakhoz (p=0,0232), az adenocarcinomahoz (p=0,0291)
¢s a laphamrékhoz (p=0,0159) képest (15. adbra B). Hasonl6 moddon a citrullinalt
fehérjék immunhisztokémiai pontszdma szignifikdnsan magasabb volt Kkissejtes
tidéorakban a nem kissejtes tiidorakhoz (p=0,0230) és az adenocarcinomahoz
(p=0,0175) képest (15. abra C). Ismert a PAD4 expresszio Osztrogénfliggése (161), ezért
a PAD4 és a citrullindlt fehérjék immunhisztokémiai pontszamat a két nem kozott is

Osszehasonlitottuk, de nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget.
6.1.2. Szérum PAD4, ACPA és IgA RF

Miutan megvizsgaltuk szdveti szinten a citrullinaciot és a citrullindlé enzim
kifejezddését, a betegek és egészséges kontrollok szérummintdiban is megmértiik a
PAD4- ¢és ACPA-szintet. A kapott eredményeket a dohanyzasi szokas szerint értékeltiik,

hogy valaszt kaphassunk, hogyan befolyasolja a dohanyzas a citrullinaciot és az ACPA-

termelést.
A anti-CCP B Cit/Arg filaggrinpeptid ellenes antitest arany
2,07
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16. abra anti-CCP, filaggrinpeptid ellenes  antitest arany, PAD4 és IgA RF ELISA.
A. Két dohanyos tiidédaganatos betegnél talaltunk emelkedett anti-CCP szintet. B. A citrullin és arginin tartalmu
filaggrinpeptid ellenes antitestek ardnya minden csoportban 1,5 alatt volt, a két anti-CCP pozitiv dohdnyos tiidérakos
betegben is, ami az ACPA vdlasz hidnyat jelzi. Az RA-s betegek pozitiv kontrollként szolgaltak. C. A dohdnyos
tiidérakos betegek PAD4  szintje szignifikansan magasabb volt a nem dohdnyos egészséges kontrollokkal
osszehasonlitva (p=0,007). D. A dohdnyos tiidédaganatos betegekben szignifikdnsan magasabb volt az IgA RF-szint
a nem dohdnyos betegekkel osszehasonlitva. Forrds: Baka Z5. és mtsai. (160)
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A nem dohanyos egészséges kontrollokban mért PAD4 atlag+2-Szeres szoras feletti
értekeket (OD>0,042) tekintettiik emelkedettnek (Isd. szaggatott vonal 16. dbra C
része). A dohanyos tiidédaganatos betegek jelentdés hanyadaban (a 35-bol 16 betegnél,
azaz 46%-ban) tapasztaltunk emelkedett PAD4 szintet (OD>0,042), viszont a nem
dohényos tiidédaganatos betegekben a PAD4 a nem dohanyzo6 egészséges kontrollokhoz
hasonl6an a normal tartomanyban ingadozott (16. abra C), bar szignifikdnsan nem tért el
a dohanyos daganatos betegektél. A dohanyos tiidorakos betegek PAD4 szintje
szignifikansan magasabb volt a nem dohdnyos egészséges kontrollokkal dsszehasonlitva
(p=0,007) (16. abra C). Hasonlo kiilonbségeket nem tapasztaltunk a nem dohanyosok és
dohanyosok k6zott az asthmas, COPD-s és sarcoidosisos betegek esetében (16. abra C).
Vizsgaltuk a PAD4 szintjét a két nem kozott is, de nem detektaltunk szignifikans
eltérést.

Az ACPA-kat elészor az anti-CCP titerrel hataroztuk meg. A legtobb beteg és
egészséges kontroll anti-CCP negativ volt, kivéve két dohanyos tiidodaganatos beteget
(5,9%) (16. abra A). Mindkét betegnél magas volt az anti-CCP titer (196 és 1270 U/ml).
Kortorténetiikben RA vagy mas autoimmun betegség nem szerepelt.

Az ACPA-kat filaggrin ellenes antitestekkel is meghataroztuk. Lemértiik a citrullin
tartalmu és a nem modositott, arginin tartalmu filaggrinpeptid ellen képzddott antitestek
szintjét, majd a két érték hanyadosat képeztiik (16. abra B). A 1,5 alatti hanyados azt
jelzi, hogy nincs citrullinalt fehérje (filaggrin) ellenes immunvalasz, mig az RA-ban
megfigyelheté 1,5-2 korili érték az ACPA-képzést mutatja (16. abra B). Az
antitesthanyados a kiilonb6z6 csoportokban 1 koriil volt, és megjegyzendd, hogy a két
anti-CCP pozitiv tiidéddaganatos betegben is. Egyediil a pozitiv kontrollként szolgald 3
RA-s betegben lattuk a vart, 1,5 koriili hanyadost (16. abra C).

A legtobb nem daganatos beteg IgA RF negativ volt, azonban néhany dohdnyos COPD-
s beteg mintajaban (kilencb6l két beteg) enyhén emelkedett értéket mértiink (16. abra
D). A dohanyos tiidédaganatos betegekben jelentés aranyban (34-bél 8-ban, azaz 23,5
%-ban) tapasztaltunk magas IgA RF-titert (35-168 U/ml), amely szignifikdnsan
kiilonbozott (p=0,049) a nem dohanyos tiidddaganatos betegekétdl, ahol minden minta

IgA RF negativ volt (16. abra D).
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6.1.3. Betegkérddiv, a klinikai és laboratériumi paraméterek és az

immunhisztokémiai pontszam osszefiiggése a tiildéodaganatos betegekben

A dohanyos tiidédaganatos betegek szignifikansan tobbet dohdnyoztak (p=0,006; DK:
2119 csomagév, DT: 36+3 csomagév) az egészséges dohanyosokkal Osszehasonlitva
(13. tablazat), és a tiidorakos betegek nagy része dohanyos volt (88%). A tobbi
dohanyos csoport dohanyzasi intenzitasaban nem lattunk szignifikans eltérést (DS: 1516
csomagév, DA: 135 csomagév, DB: 2846 csomagév) (13. tablazat).

A kérdoivek attekintése alapjan a megkérdezettek nagy része vagy nem irta be az
alkoholfogyasztasi szokasait, vagy igen minimalis mennyiségrdl szamolt be, ami nem
tlint redlisnak, ezért az alkoholfogyasztast nem vettiik bele a statisztikai szamitasokba.
Ennek hatterében feltételezésiink szerint az alkoholfogyasztis negativ megbélyegzd
hatésa allhatott.

A 42 tidédaganatos beteg koziil 8 (19%) szamolt be szervesvegyiilet- vagy
azbesztexpoziciordl, és 21 (50%) betegnél szerepelt a csaladi anamnézisben barmilyen
daganat (tiidd, gyomor-bél rendszeri, agyi, urogenitalis), ezzel szemben az egészséges
21 kontrollbol 2 (10%) jelentett expoziciot és 7-nél (33%) szerepelt daganat a csalddban
(13. tablazat).

A szérum PAD4, IgA RF szint és a dohanyos csomagév nem korrelalt egymadssal a
kiilonb6z6 betegesoportokban. A magas anti-CCP, a magas PAD4 ¢és a magas RF szint,

valamint a kifejezett dohanyzas nem tarsult egymashoz a betegekben (17. abra).

180 -
150 -
E 120 -
r
15 90 === Dohanyzas (csomagév)
é J
K e Szérum PAD4 (OD*1000)
/ .
i 60 - Szérum RF
N |
30 - N H‘\& |
W U A
0 T T V T T il T T T T T T ' T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Betegek

17. abra A dohanyzas intenzitasa (csomagévben megadva), a szérum PAD4 (1000x érték abrazolva) és a szérum IgA

RF abrazolasa betegenként.
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A szérum értékek (RF és PAD4), a dohanyzéds intenzitdsa (csomagév) és az
immunhisztokémiai pontszdm (PAD4, CK7 és citrullindlt fehérjék) nem korrelalt
egymassal a 13 tiidédaganatos betegben sem, akiknél a szérum mintdk mellett

bronchoszkopos szovetblokkok is rendelkezésiinkre alltak.

6.2. Dohanyfiist hatasa a TNFR expressziora

Az elnyeletett dohanyfiist eredeti, tomény koncentracidjaban a sejtek jelentds
apoptozisahoz vezetett, amelyet az annexinfestéssel igazoltunk. A fiistos médium
koncentraciofiiggden indukalt apoptdzist, 5-10x higitas mellett 5% alatt volt.

A TNFR1l-expresszid6 a dohanyfisttel kezelt sejtekben koncentraciofiiggden
megemelkedett, és a higitas fiiggvényében lecsokkent a kontrollt megkozelitd értékre. A
18. abran a kontrollhoz viszonyitott valtozas mértékét (azaz hanyszor nagyobb az

expresszid a dohdnyfiisttel kezelt sejtekben, ha a nem kezelt kontrollé egy egység)

tiintettiik fel.
A TNFR1 expresszié B TNFR2 expresszié
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18. abra A TNFRI1 (A) és TNFR2 (B) expresszidé valtozasa Jurkat-sejteken a dohanyfiist koncentracidjanak
figgvényében.

A TNFRI és 2 expresszioja a dohanyfiisttel kezelt sejtekben koncentrdaciofiiggéen megemelkedett, és a higitas
fliggvényében lecsokkent a kontrollt meghkozelito értékre.

n=9. x tengely: kezeletlen kontroll, 10-szeres, 20-szoros és 50-szeres higitisu dohanyfiistos médiummal kezelt sejtek.
y tengely: az expresszio novekedésének mértéke az egységnyi kontrollhoz képest.
Nem kozolt eredmények.

A 10-szeres higitasu dohanyfiistés médiumban a TNFRI1-expresszié mintegy S5,5-
szorosére emelkedett, 20-szoros higitasndl 3-szoros emelkedést tapasztaltunk, mig az
50-szeres higitds kb. 2-szeres emelkedést okozott (18. dbra A). Szignifikans eltérést a
kezeletlen kontroll és a 10x, 20x higitasu dohanyfiisttel kezelt sejtek kozott talaltunk,
valamint a 10x és 50x higitasu dohanyfiisttel kezelt sejtek kozott (18. abra A). Ezzel
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szemben a TNFR2-expresszi6 nem ilyen jelentds mértékben ndétt: a 10x
dohanyfiisthigitasnal atlagosan 3,5x novekedést tapasztaltunk, a 20x higitdsnal 2x
emelkedést, és az 50x higitasnal a TNFR2 kifejez6dése megfelelt a kontrollénak (18.
abra B). Szignifikans kiilonbséget a kezeletlen kontroll és a 10x higitdsu fiistds
tapoldattal kezelt sejtek kozott talaltunk (18. abra B).

A vizsgalatokat egészséges egyénbdl szarmazé periférias vér mononuklearis sejtjein is

elvégeztiik, és hasonld eredményeket kaptunk.

6.3. Mikrovezikulak

6.3.1. Lymphocyta és monocyta eredetic MV-k

Az altalunk hasznalt moddszer bar nem teszi lehetdvé az abszolit MV-szdm
meghatarozasat, reprezentativ képet ad a beteg és egészséges plazmamintakrél, hiszen
minden mintat egyszerre, egy késziilékbeallitassal azonos ideig mértiink. Mivel minden
minta azonos térfogatdt azonos modon festettiik a fluorokrém festékkel, és azonos
modon mértlink, ezaltal a kapott mérési eredmények alkalmasak arra, hogy a vizsgalati
alanyok klinikai és laboratoriumi paramétereivel korrelaltassuk azokat.

Az azonos ideig mért CD3 (96+16 vs. 205+£29 eseményszam; p=0,01), CD14 (910£149
vs. 2639+427 eseményszam; p=0,001) és CD19 (428+73 vs. 1025+166 eseményszam,;
p=0,0006) pozitiv MV-k szama szignifikansan magasabb volt a PM/DM-es betegekben a
kontrollokhoz képest (19. abra A-C). Tehat eredményeink szerint szignifikansan tobb T-

sejt, B-sejt és monocyta eredetii MV van jelen a PM/DM-es plazmakban.
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19. abra MV-k megoszlasa az egészséges kontrollok és PM/DM-es betegek kozott.
Az azonos ideig mért CD3 (T-sejt eredetii), CD14 (monocyta eredetii) és CD19 (B-sejt eredetil)
pozitiv MV-k szama szignifikansan magasabb volt a PM/DM-es betegekben a kontrollokhoz

keépest.
Forras: Baka Zs. és mtsai. (43)

6.3.2. CK enzimaktivitast mutato MV-k

Mivel a vérplazmak kezelt betegektél szarmaztak, ezért egy PM/DM-es egyén
kivételével a CK enzimaktivitds a normal tartomanyban mozgott. A 300 és 16500 g-s
centrifugdlds érdemben nem véltoztatta az enzimaktivitast, a 800 nm-es sziirés utdn 3-
189 U/1 tartomanyba csokkent le.

Az MV-gazdag, ultracentrifugalt csapadékban csak nyomokban tudtuk kimutatni a CK
enzimaktivitast mind az egészséges, mind a beteg mintakban (17. tablazat és 21. abra
A). Bar a csapadékrol leontott felilluszoban 2-51 U/L  tartomanyban mértiink
enzimaktivitast (17. tablazat), ami azt feltételezi, hogy a csapadékban is kellett volna

mérniink, ha az enzim jelen van az MV-kben.
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17. tablazat CK értékek a centrifugalassal elvalasztott frakciokban

Eredeti 300g | 165009 sziirés 100 000g | 100000g reszuszpendalt
plazma utan utan utan felultszo csapadék
52 53 51 3 3 0

[ 90 01 90 6 5 0
S 68 67 67 13 6 1
§D 69 66 65 12 7 0
3 31 33 32 9 4 1
= 105 104 104 15 7 0
53 42 41 9 5 0

23 20 26 2 2 0

= 142 151 147 16 7 0
s 89 88 87 16 9 0
27 27 27 5 3 0

1114 1066 1085 289 51 2

6.3.3. A Klinikai és laboratéoriumi paraméterek Kkorrelaciéja az MV-k
szamaval PM/DM-ben

Az azonos modon ¢és ideig mért MV-szam klinikai (életkor, betegség fennallasa,
szteroid- és immunszuppressziv kezelés, anti-Jo-1 antitest pozitivitas, tiidéérintettség,
globalis, izom, tiid6 és iziileti MYOACT VAS-sal értékelt betegségaktivitas, MMT-vel
meghatarozott izomerd, PM vagy DM diagnodzisa) és laboratoriumi (CRP, lymphocyta
és vérlemezkeszam, CK és LDH aktivitas, myoglobinszint) paraméterekkel valo
Osszefliggését korrelaciés matrixon tiintettiik fel (20. abra). A monocyta és B-
lymphocyta eredetii MV-k szama pozitivan korrelalt az MMT-vel (r=0,497, p=0,027;
r=0,508, p=0,023) (20. abra), de az izom MYOACT VAS-sal nem. Az MV-k nem
mutattak Osszefiiggést a betegségaktivitassal, a gyulladas mértékét jelz6 CRP-vel, a CK
¢és LDH aktivitassal, sem a myoglobinszinttel (20. abra). Nem volt kiilonbség az MV-k
szamaban a férfiak és nék kozott, illetve a PM és DM betegek kozott. A szteroidkezelés
adagja, illetve az immunszuppressziv kezelés sem befolyasolta az MV-szamot. Azonban
az anti-Jol antitest pozitiv betegekben szignifikansan tobb T- és B-sejt, illetve
monocyta eredeti MV-t talaltunk (p=0,006, p=0,012 ¢és p=0,007). Tovabba
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tiid6érintettség esetén szignifikansan magasabb volt a T- és B-sejt, ill. monocyta eredetii
MV-k szama (p=0,013, p=0,016 és p=0,025).

Erdekes modon az MV alcsoportok erésen korrelaltak egymassal (T-lymphocyta és
monocyta eredeti MV-k: r=0,815, p<0,0001; T- és B-sejt eredetii MV-k: r=0,927,
p<0,0001; monocyta és B-lymphocyta eredetii MV-k: r=0,947, p<0,0001) (20. abra).

T-sejt MV
B-sejt MV
Monocyta MV
Ossz MV
életkor

betegségfennallas

prednizon
MMT
anti-Jol antitest

tlid&érintettség
izom MYOACT
tidé MYOACT
izuleti MYOACT
globalis aktivitas
PM/DM

CRP
lymphocytaszam

thrombocytaszam

LDH

20. abra A klinikai és laboratériumi paraméterek Osszefliggése.
Az MV alcsoportok korrelaltak egymassal. Az izomerd szintén korreldalt az MV-szammal, de az
izom MYOACT VAS nem. Anti-Jo-1 pozitivitas és tiidéérintettség esetén tobb MV-t taldaltunk.
Fekete négyzet: erds osszefiigges, sziirke négyzet: kozepes osszefiiggés, fehér négyzet: nincs
asszefiiggés.

Forrds: Baka Zs. és mtsai. (43)

Linearis regresszioszamitassal a kovetkezd egyenlettel lehet leirni 6sszefiiggéstiket: T-
sejt eredeti MV=61,9+5,4E-02*monocyta eredeti MV, R2:65%; monocyta eredetii
MV=110,9+2,5*B-sejt eredeti MV, R2=92%; T-sejt eredeti MV=44,7+0,16*B-sejt
eredetli MV, R*=83%) (21. 4bra B-D).
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21. abra A. CK szint a vérplazmdban és az MV szuszpenzidban. B-D. MV-k lineéris korrelacidja.
Forras: Baka Zs. és mtsai. (43)

6.3.4. Az MV-k morfologiaja PM/DM-ben

Az ultracentrifugalassal nyert MV-frakci6 sok tormeléket tartalmazott az
elektronmikroszkopos felvételen, ezért a 16500 g-s centrifugdldssal nyert frakciot
vizsgaltuk. Az egészséges kontrollokban kiilonbozé méretii és denzitasu MV-ket lattunk
(22. abra A). A PM/DM-es betegekben elvétve jelent meg ez az MV-mintazat, inkabb

nanocsoveknek tiing struktirak latszodtak. (22. abra B).
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L FT. T B N o 0
22. abra Egészséges kontroll (A) és PM/DM-es beteg (B) 16500g-s centrifugafrakcidjabol késziilt
elektronmikroszkopos felvétel. Kiilonbozé méretii és denzitast MV -k lathatok az egészséges kontrollban. A

PM/DM-es betegben inkabb nanocsoveknek tind struktirak latszodnak.
Forrds: Baka Zs. és mtsai. (43)
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7. MEGBESZELES

7.1. A dohanyzas és citrullinacio szerepe az ACPA-képzésben

Munkank soran vizsgaltuk, hogy a dohanyzas hogyan jarulhat hozza a citrullinacio
feltételezett befolyasoldsan keresztill az immunregulécidés zavarhoz, azaz az ACPA-
képzéshez.

Igazoltuk egy nem arthritises betegcsoportban (tiidérakos betegekben), hogy a
dohanyzas és a citrullinalt fehérjék fokozott jelenléte nem vezet feltétleniil ACPA-
termeléshez. Kimutattuk, hogy dohanyos tiidddaganatos betegekben gyakran emelkedett
PAD4 ¢és szignifikdnsan magasabb IgA RF szérumszint mérhetd a nem dohanyos
daganatos betegekkel 0sszehasonlitva, de a szdveti citrullinacido és PAD4 expresszio
hasonlo6an alakul dohanyosokban és nem dohanyosokban.

A nem arthritises csoport valasztasanak alapjat a kovetkezd irodalmi adatok és
megfigyelések szolgaltattdk: Az RA-hoz hasonldan a dohdnyzésnak kiemelt szerepe van
a tiidérak patogenezisében (az esetek 90%-a dohanyosokban fordul eld), tehat a
valasztott betegcsoportban a dohanyos hattér adott. Bar a tiidérak genetikaja jelen
tudasunk szerint nem hozhat6 6sszefliggésbe a HLA-allélekkel. Az RA-s synovium sok
tekintetben hasonlit a tumoros szovetekre (18. tablazat) (160, 162).

18. tablazat RA és a (tiid6)daganat hasonldsaga és osszefliggése (160)
RA-ban fokozott a tiidorak kialakulasanak kockéazata
(162) vs. a tiidérakot gyakran kiséri polyarthritissel jaro
paraneoplazias szindroma (162)
hasonl6 kockazati tényez6k — EBV, dohanyzas
fokozott sejtburjanzas (pannus - tumoros sejt)
onkogének fokozott kifejezodése (c-myc)
szolubilis tumorantigének kifejezédése (163)
fokozott angiogenesis
metastasishajlam (164)

terapia: metotrexat, azatioprin, rituximab

Ismert, hogy szamos malignus daganatban fokozott a szoveti citrullinacio (158). Mivel
az elérehaladott tiidordk jelentds sejtszéteséssel tarsul, ezért az immunrendszer sejtjei

felismerhetik a daganat (citrullinalt) antigénjeit.
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Az RA patogenezisében Klareskog hipotézise szerint a tiidonek kiemelt szerepe lehet: a
dohanyzas és egyéb kornyezeti tényezok a tiidoben indithatjak el a citrullinalt fehérjék
ellen iranyul6 antitestképzést (90). Az ACPA-k azutan az iziiletben nem specifikus
modon képz6d6 citrullinalt fehérjékkel (fibrin, vimentin, alfa-enolaz) immunkomplexet
képezve segithetik el6 az autoimmun synovialis gyulladast.

Tehat az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a tiidében zajl6 citrullinaci6 kiindul6 pontja
lehet az RA-nak. Az altalunk alkalmazott betegmintdkban jelen volt a széveti
citrullinaci6 a tiidoben, €s a betegek nagy része dohanyzott. Ezek utan arra kerestiik a
valaszt, hogy immunvalasz, azaz autoantitesttermelés 1étrejon-e a citrullinalt antigének

ellen, és ezt a dohanyzas befolyasolja-e.
7.1.1. A fokozott citrullinacié nem elégséges ACPA-képzéshez

Egyrészt megvizsgaltuk, hogy a fokozott citrullinacié immunregulécios zavarhoz, azaz
ACPA-képzéshez vezet-e.

Eredményeink szerint a tlidérakos szovetben a citrullinalt proteinek jelentds mértékben
kifejezddtek, és jol elkiilonitették a daganatot minden esetben - a kdrnyez6 szovetekben
csak alacsony festddést talaltunk. A citrullinalt fehérjék az ismert tumormarkernek
szamitd6 CK7 immunfestéssel atfedtek, és szoros korrelaciét mutattak az
immunhisztokémiai pontszam szerint is. A CK7 negativ, hematoxilin-eozinnal
daganatnak azonositott mintaban is pozitiv volt a citrullinalt fehérjék kifejez6dése.
Feltételezésiink szerint a CK7 citrullindlt formaban lehetett jelen a daganatban, és a
citrullinalt fehérje pool jelentés hanyadat képezhette. Ezt alatamasztja Chang és Han
munkdja, akik kimutattdk, hogy a CK citrullinalt az altaluk vizsgalt malignus
daganatokban (158).

Mintainkban a citrullinalt fehérjékhez hasonldoan a katalizdlo PAD4 enzim is
specifikusan (a kornyez0 teriiletek nem festodtek) és altalaban intenziven kifejez6dott a
daganatos sejtekben, és minden daganatos TMA pozitiv volt.

A vérszérumokban is gyakran magas PAD4 szintet mértiink a dohanyos tiidérakos
betegekben, és az értékek szignifikansan eltértek az egészséges kontrollokétol, ahol
emelkedett szintet nem mértiink.

Szoveti szinten tehat jelentds a citrullinalt fehérjék és a katalizdlo PAD4 enzim
kifejezddése, ezek alapjan igy tlinik (ahogy az irodalmi adatok alapjan vartuk), hogy a

valasztott betegcsoportban fokozottan jelen vannak a citrullinalt fehérje antigének, és a
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hozzétartozé enzim mind szoveti mind szérum szinten (legalabbis a dohanyos tiidérakos
betegekben). Kérdés, hogy mindez elégséges-e citrullinalt fehérjék elleni
antitestképz6déshez. Az ACPA-pozitivitast kétféle modon vizsgaltuk: a minden napi
Klinikai gyakorlatban alkalmazott, anti-CCP-szint mérésére hasznalhato Kkittel és az
ELTE Peptid Kémian szintetizalt citrullinalt filaggrin peptidekkel. A betegek nagy része
anti-CCP negativnak bizonyult, kivéve két dohanyos tiidédaganatos beteget, akikben
meglepé moédon magas értékeket kaptunk. A filaggrin peptidekkel sem mértiink ACPA-
valaszt a tiidérakos betegekben, beleértve a két anti-CCP pozitiv beteget is.

Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a fokozott szdveti citrullinacio és a jelentds mennyiségl
PAD4 (mind szoveti mind szérum szinten) nem vezet feltétleniil ACPA-valaszhoz
annak ellenére, hogy a tiidordk gyakran paraneoplazias szindromaval ¢és
autoantitesttermeléssel tarsul (bar a betegpopulaciét 1wgy valasztottuk, hogy
paraneoplazias vagy polyarthritises beteget ne tartalmazzon). Feltételezésiink szerint az
ACPA-képzés hianyanak hatterében tobb tényezd allhat:

I) A citrullinalt antigének csak a tiidérak egyes stadiumaiban fejezédnek ki, igy nincs
elegendd id6 az autoimmunitas kialakuldsahoz. Tovabba a daganatos betegeink nagy
része kemoterapiat és/vagy sugarkezelést kapott, ami jelentGsen gatolja az
immunvalaszt. Az autoantitestképzddésre a szétesd, eldorehaladott tiidérakban van
nagyobb esély, ahol a tumor (citrullinalt) neoantigének a rossz vérellatasu, nekrotizalo,
centralis tumorban nagyobb eséllyel keriilhetnek bemutatasra az immunsejtek szamara.
Azonban az eldrehaladott tiidérak talélési esélye igen alacsony.

I1) Hozzajarulhat az ACPA-képzés elmaradasahoz a genetikai hajlam hianya is. A

tiidérakrol ismert, hogy a HLA-antigének nem kockazati tényez6i. Ugyanakkor az

ismert (19). A HLA-kapcsolatot kimutatd genetikai vizsgalat az altalunk vizsgaltnal
joval nagyobb Ilétszdml betegpopuldcion lenne informativ, ezt a jelen vizsgalati
rendszerben nem tudtuk megvalositani, ezért a genetikai hajlamra vonatkozé
magyarazatunk feltételezés. Ezt megerdsiti azonban az a megfigyelés, mely szerint
nincs ACPA-valasz sclerosis multiplexben sem annak ellenére, hogy fokozott az agyi
citrullinacio, valamint a PAD2 és PAD4 expresszio is Kifejezett (165, 166). Tovabba
jelen van az autoimmun hattér, de az RA-ra jellemz6 genetikai hajlam hianyzik. (Bar a

vér-agy gat is szerepet jatszhat abban, hogy nincs ACPA-valasz.)
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7.1.2. A dohanyzas és a jelentds citrulliniaciéo nem indukal ACPA-valaszt

Elemeztik a dohanyzas-citrullinacio-ACPA patogenetikai lanc Osszefiiggését. A
tiidorakos betegeink nagy része dohanyzott, és szignifikansan tobbet az egészséges
dohanyosokhoz viszonyitva, tehat a valasztott betegcsoportban a dohanyzas kifejezetten
jelen volt. Szérum szinten a dohényos tiidddaganatos betegekben gyakran taldltunk
emelkedett PAD4 szintet, a nem dohanyosokban viszont egyaltalan nem (az egészséges
kontrollokhoz hasonldan), bar szoveti szinten hasonld eltérést nem tudtunk kimutatni a
dohanyosok/nem dohanyosok kozott. Ennek hatterében feltételezésiink szerint a
tumorsejtek autondémma valo PAD4 szabalyozasa (mutalt p53 miatt?) allhat, amelyet
mar a dohanyzas sem tud tovabb modositani. Erdekes médon az ACPA-pozitiv, két
tidédaganatos beteg dohanyos volt. Makrygiannakis példaul kimutatta, hogy
egészséges dohanyosok bronchoalveolaris mosofolyadékaban a citrullinacié és a PAD2
kifejez6dés fokozott a nem dohanyosokkal Osszehasonlitva (25). Tehat a dohanyzas
befolyasolhatia a PAD4 enzim expresszidjat a szérumban legalabbis. Ennek
magyarazatara jelenleg kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Egyrészt a dohanyzas
fokozott oxidativ stresszel jarhat, ami aktivalhatja a redoxszenzitiv transzkripcios
faktorokat (pl. AP-1) (26). Ezek a fehérjék azutan elésegithetik a PAD-expressziot €s
kovetkezményes citrullinaciot (a PAD4 promoter AP-1 koté régiot tartalmaz) (161).
Masrészrél a dohanyfiist szdmos karos anyagot tartalmaz, melyek sejtkdrosodast
idézhetnek el6 a tiidében, és azutan aktivalhatjak a p53-expressziot (a p53-nak szintén

van kot6 régidja a PAD4 génben), és eldsegitik szamos fehérje citrullinaciojat (167).
7.1.3. A dohanyzas befolyasolja az RF-termelést

Megvizsgaltuk a dohanyzas-RF kapcsolatat is. A dohanyos tiidérdkos betegekben
jelentds aranyban korosan magas értékeket talaltunk (ill. néhany dohanyos COPD-s
betegben is), a nem dohanyos daganatos betegekben viszont nem. Tuomi korabban
igazolta, hogy az RF reakcid kétszer gyakoribb az egészséges dohanyosokban a nem
dohényosokhoz viszonyitva, és a magas titer az aktiv dohdnyzassal hozhato
Osszefiiggésbe (168). Az RF jelenléte betegeinkben azt sugallja, hogy a dohanyzas
hozzajarulhat az immunregulaciés zavarhoz, ami az IgA tipus alapjdn a

mucosa/bronchusasszocialt nyirokszdvetben johet 1étre.
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72. A dohanyzas-citrullinacio lehetséges szerepe a
daganatképzodésben

Elemeztiik, hogy a citrullinacié és PAD4 expresszid kapcsolatba hozhato-e a
daganatképzddéssel, bar ez nem képezte szerves részEét az autoimmun vizsgalatainknak.
A PAD4 és a citrullinalt fehérjék specifikusak voltak a daganatra. Ezek alapjan ugy
tinik, hogy a PAD4 ¢s a citrullinalt fehérjék alkalmasak lehetnek a jovOben
tiidédaganatos markernek. Kérdés, hogy kovetkezményes kiséréi a korfolyamatnak,
vagy esetleg szerepiik lehet a daganatképzdodésben.

Szamos irodalmi adat alatamasztja a PAD4 daganatképzddésben felmeriild szerepét és
epigenetikus hatasat a génszabalyozasban. Chang és Han sokfé¢le malignus daganatban
(féként adenocarcinomakban) kimutatta a PAD4 fokozott szoveti expressziojat és a
jelentds citrullinaciot (158). Szérum szinten szintén emelkedett PAD4 szintet mértek
ezekben a daganatokban (154). A szérum értékek a tumormarkerekkel szoros
Osszefliggést mutattak, és a daganat kimetszése utan csokkentek. A PAD4 és a p53
reciprok modon koélcsonhatasban all egymassal: a PAD4 a p53 altal szabalyozott gének
promoéteréhez kotddhet, mig a pS3 transzaktivdlja a PAD4-et p53-kotd intronon
keresztiil (167) - habar a pontos szabalyozas nem teljesen ismert, és ellentmonddonak
tlind eredmények szerepelnek az irodalomban. A p53 mutacidja a tiidérakos esetek 60-
75%-aban megfigyelhetd, tehat a tiidédaganatos szovettani mintainkban talalt fokozott
PAD4 kifejezd6dés megzavarhatja a pS3 szabalyozott géneken keresztiil az apoptozist.
Bar eléfordulhat az is, hogy a mutalt p53 koérosan szabalyozza a PAD4-expressziot (a
p53-kotd intronon keresztiil), és a daganatban megfigyelt jelentés PAD4 kifejezodés és
citrullindci6 ennek kovetkezménye, és nem oki tényezdje.

Elképzelhetd az is, hogy a fokozottan expresszalodo — feltételezésiink szerint citrullinélt
formaban jelen levé — CK7 szintén megzavarja a sejtek homeosztazisat. Omary és
mtsai. kimutattdk, hogy a CK poszttranszlaciés modositasai jelentds mértékben
befolyasoljak a fehérje fizikai és kémiai tulajdonsagait és fiziologias miikodését (169).
A dohanyzas epigenetikus hatasa feltételezett a tiidérak patogenezisében (170):
bizonyos génpromoterek hipermetilacidja/hipometilacidja Osszefliggésbe hozhaté a
dohanyzassal (171). Feltételeztiik, hogy ennek hatterében a hisztonmetilaciot

befolyasolé PAD4 dohanyzas fiiggése is allhat, de az enzim és a citrullinalt fehérjék
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szoveti festddési mintazata nem ezt igazolta, hiszen a dohanyosok és nem dohanyosok
kozott nem talaltunk kiilonbséget.

Munkank sordn azt is igazoltuk, hogy a kissejtes €s a nem kissejtes tiidorak PAD4- és
citrullinaltfehérje-kifejez6dése  szignifikdnsan eltér, ami azt sugallja, hogy

patogenezisiikben eltéréd mechanizmusok jatszhatnak szerepet.

7.3. A dohanyfiist hatasa a TNFR-Kkifejezodésre

Munkank soran arra is kivancsiak voltunk, hogy a dohanyzas hogyan hathat az
autoimmunitasban  szerepet jatszo  effektortényezékre. Az RA-s  gyulladas
szabalyozasaban a TNF-a kozponti szerepet jatszik, ezért vizsgaltuk a dohanyfiist
hatasat a TNF-jelatvitelre. Kidolgoztunk egy olyan modszert, amellyel a dohanyzas
sejtmiikodésre gyakorolt hatasait in vitro rendszerben, standardizalt modon lehet

vizsgalni. Kimutattuk human T-lymphocytakon, hogy a dohanyfiist apoptozist indukal,

crer

Jurkat-sejteken a dohanyfiist koncentraciofiiggben a sejtek apoptdzisat okozta, a
sejtelhalas mértéke 10-szeres fiisthigitasnal 5% ald csokkent. A TNFR1-expresszio
figgvényében, és még az 50-szeres higitasndl is emelkedést lattunk. A dohanyfiist
kifejezett hatdsa magyarazhatja, miért karos a passziv dohdnyzds 1is, ahol kis
dohanyfiist-koncentraciok keriilhetnek a passziv dohanyos tiidejébe.

fiiggvényében nem volt ennyire kifejezett (2-3,5-szoros novekedés) Jurkat-sejteken, és
50-szeres dohanyfiisthigitasnal megfelelt a kezeletlen sejtekének. Feltételezziik, hogy a
kifejezett TNFR1-novekedés a dohanyfiist apoptdzist indukaldo hatasaval allhat
Osszefiiggésben, hiszen a TNFRI1-szignal elsésorban az apoptotikus utvonalaknak
kedvez, és a kisebb mértékii TNFR2-expressziofokozodas sejtaktivaciot kivalto (NFkB-
utvonal) hatasat ellensulyozhatja. Ezzel 6sszhangban szamos sejttipusban és sejtvonalon
igazoltdk, hogy a cigarettafiist’kondenzatum apoptdzist idézhet eld, valdsziniileg a
kaszpazok (kaszpaz-8 és 3) aktivalasan keresztiil (172, 173). Morissette és mitsai.
igazoltak, hogy a dohanyfiist érzékenyiti a sejteket (tiiddadenocarcinomabdl szarmazd

sejtvonal) a TNF-szupercsalad TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) tagja
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altal medialt apoptozisa irant (174). Eredményeink szerint az apoptozisindukcioban a
TNFR1-nek is szerepe lehet. Irodalmi adatok alapjan a sejtelhalast a redukalt glutation,
illetve a sejtek glutation-S-transzferazzal valo transzfektalasa csokkenti, ezért
feltételezhetden az apoptdzist a cigarettafiistben jelen 1évo szabadgyokok idézhetik el
(173).

Dohényfiistés  eredményeink  jelen pillanatban  t4jékozodd  jellegliek, és
munkacsoportunk tovabbi kisérletekkel szeretné tisztazni a cigaretta Osszetevdinek

pontos hatdsat a TNF-szignalrendszerre.

7.4. A mikrovezikulak szerepe

Munkéank soran az egyik széles korben kutatott effektortényezd, a mikrovezikulak
szerepét IS vizsgaltuk. A keringd MV-mintazat elemzésével potencialis biomarkert
kerestink PM/DM-ben. Igazoltuk, hogy a lymphocyta és monocyta eredeti MV-k
mennyisége szignifikansan nagyobb a PM/DM-es betegek vérében az egészségesekkel
Osszehasonlitva. Kimutattuk tovabba, hogy az MV-k a klinikai paraméterek koziil az
izomerdvel, az anti-Jo-1 pozitivitassal és a tiid6érintettséggel fiiggnek Ossze, de nem
mutatnak kapcsolatot a betegségaktivitassal, a gyulladas mértékével és a terapiaval. Ez
alapjan az MV-k hasznosak lehetnek a tiidéérintettség megallapitasdban, esetleg az
izomkarosodas fokat is jelezhetik. CK enzimaktivitast (mely az izomeredetre utalhat)
nem detektaltunk a betegek keringé MV-iben.

PM/DM-ben a T- és B-sejtek, illetve monocytak szerepe igazolt: az endomysialis
sejtinfiltratum foként CD8" T-lymphocytikat és makrofigokat tartalmaz, mig a
perivascularis/perimysialis besziirédésben foként CD4" T-lymphocytak, B-sejtek és
makrofagok talalhatok. A betegségben kimutathatok aktivalhaté memoria T-sejtek (175)
és az affinitas érés jelei (szomatikus mutacio, izotipusvaltas és receptorrevizio) (176). A
B-sejtek tovabbi szerepét igazolja az MSA-K jelenléte (anti-Jo-1, anti-Mi-2) a betegek
60-70%-aban (177). Az izomrostok feltételezhetden antigénprezentald sejtekként
miikodhetnek, és kostimulaciés jelek expresszidjaval —autoreaktiv — T-sejteket
aktivalhatnak myositisben. Mindezen irodalmi adatok alapjan a T- és B-sejtek
hozzajarulhatnak a PM/DM patogenezisé¢hez. Ezzel dsszhangban fokozott mennyiségii
T- és B-sejt, valamint monocyta eredeti MV-t talaltunk a PM/DM-es betegek

vérplazméjaban. Eredményeinkhez hasonldéan SSc-ben szintén magasabb a
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monocytakbol és T-sejtekbdl szarmazdo MV-k szama (61). Az MV-k az immunrendszer
szamos funkcidjaban részt vesznek, az antigénprezentalastol a T- és B-sejtek,
dendritikus sejtek, szabalyozdé T-sejtek miikodésének befolyasolasaig. Ez alapjan
feltételezziik, hogy az MV-k szerepet jatszhatnak a lokalis gyulladdsos folyamatok
felerésitésében/szabalyozasaban az érintett PM/DM-es izmokban.

A plazméaban mért MV-k eredete nem egyértelm@i: recirkulalé immunsejtekbdl, a
nyirokcsomokbol vagy akar az izomszovetbdl is szarmazhatnak. Greenberg feltételezése
szerint az antigénprezentacidé ¢és a B-sejt-érés inkabb az izomban, mint a
nyirokcsomokban torténik (178), ami azt sugallja, hogy az MV-k is lokalisan
keletkezhetnek, és a gyulladas helyén, a karosodott ereken keresztiil a keringésbe
keriilhetnek. A plazmamintainkban CK enzimaktivitast mutato6 MV-t nem tudtunk
igazolni, tehat elképzelhetd, hogy az izomeredetii MV-K nem jutnak a keringésbe, vagy
nem tudjuk detektalni 6ket a gyors eliminacid vagy a mérésiink pontatlansaga miatt,
esetleg nem tartalmaznak CK-t.

Azt is vizsgaltuk, hogy az MV-k Osszefliggést mutatnak-e a betegségaktivitassal, a
gyulladds mértékével, hiszen irodalmi adatok alapjan erre talaltunk példat (pl. RA).
Knijff-Dutmer és mtsai. az RA-s betegek vérében szignifikansan magasabb pMV
szamot talalt, és az MV-k korrelaltak a betegségaktivitassal, de a CRP-vel és a
stillyedéssel nem (55). Vasculitisben a pMV szintén szignifikansan magasabb Vvolt, és a
vasculitis aktivitasi pontszammal, a CRP-vel és a siillyedéssel korrelalt (179). Shirafuji
¢s mtsai szignifikansan magasabb pMV-t mutattak ki PM/DM-ben, és Osszefiiggést
talaltak a CRP-vel (180). Sellam és mtsai. SLE-S, RA-s és SSc-s beteganyagaban a
pMV szam azonban nem korrelalt a betegségaktivitassal (53). Mi is hasonld eredményre
jutottunk: a PM/DM patogenezisében szerepet jatszé lymphocyta és monocyta eredetii
MV-k nem fiiggtek Ossze a betegségaktivitassal és a CRP-vel. Ennek egyik oka az
lehetett, hogy kezelt betegeken végeztiik az MV-mérést, illetve PM/DM-ben a CRP
gyakran a normal tartomanyban van.

Eredményeink alapjan egyediil az izomerd (de az izomban zajloé gyulladast jelzé CK,
LDH és myoglobinszint, valamint az izom MYOACT VAS nem) korrelalt az MV-k
szamaval. Meglep6 modon pozitiv korrelaciot taldltunk, azaz jobb izomerdnél

magasabb MV-szamot mértiink PM/DM-ben. Ennek lehetséges mechanizmusa:
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1) Hozzank hasonléan SSc-ben Guiducci és mtsai. leirtak, hogy a totall MV-szam és
pPMV-szam negativan korreldl a modositott Rodnan-féle bérvastagsagi pontszammal és
a borfekélyek jelenlétével: azaz magas MV szam enyhébb borfibrosissal és kevesebb
fekéllyel tarsul (61). Guiducci és mtsai. feltételezése szerint az  MV-k
matrixmetalloprotedz-indukald hatasa ellensulyozhatja a fibrosist a matrix lebontasan
keresztiil (181). Ez alapjan a magasabb MV-szdm (nagyobb proteazaktivitassal) az
izomfibrosis gatlasa révén jobb izomerdvel tarsulhat.

2) Vizsgalatainkat kezelt betegeken végeztiikk, ahol a rosszabb izomerd oka nem
feltétleniil az aktiv gyulladas, hanem az izomfibrosis is lehet. A fibrotikus izmokban
azonban a gyulladds mar nagyobb részt lecsengett, tehat beldliikk feltételezhetden
kevesebb lymphocyta eredetti MV szarmazik, ezért rosszabb izomerd kevesebb (de az
egészségesekhez képest még mindig tobb) MV-vel tarsul.

Tiid6érintettség esetén szignifikansan magasabb lymphocyta és monocyta eredetii MV-t
mértiink PM/DM-ben. A keringdé MV-mintazat mérése alkalmas lehet a tiidéérintettség
laboratériumi modszerekkel torténd megallapitasara €s sziirésére (egyéb laboratériumi
modszerekkel, képalkotd vizsgélatokkal és funkciondlis tesztekkel kiegészitve) a
PM/DM-es betegekben a pulmonologussal torténé konzultacio eldtt.

Az anti-Jo-1 antitest pozitiv betegekben szintén magasabb volt a keringd MV-k szama.
Az antiszintetaz antitestek és a vele gyakran tarsulé tiid6érintettség altalaban sulyosabb
betegséggel és rosszabb prognozissal jar (182), ami felvetheti az MV-k prognosztikai
szerepét is a betegségben.

A lymphocyta és monocyta eredetli MV-k terapiaval vald Osszefiiggését is vizsgaltuk.
Shirafuji és mtsai. leirtak, hogy a gliikokortikoidkezelés utdn a pMV-szdm csokken
PM/DM-ben (180), viszont munkacsoportunk nem talalt Gsszefliiggést a szteroid adagja
¢s az MV-szam kozott. Az sem befolyasolta az MV-k szamat, hogy a beteg kapott-e
immunszuppressziv kezelést.

A PM/DM-es betegekbdl szarmazo MV-ket megjelenitettiik elektronmikroszkoppal. Az
egészséges kontrollokkal 6sszehasonlitva nem lattuk a tipikus MV-mintazatot, inkabb

nanocsoveknek tiind struktarakat talaltunk.
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8. KOVETKEZTETESEK

1. lgazoltuk egy nem arthritises betegcsoportban (tiidérakos betegekben), hogy a
dohanyzas és a fokozott citrullinici6 a tiidében nem vezet feltétleniil
autoantitesttermeléshez, azaz ACPA-k megjelenéséhez. Kimutattuk, hogy dohanyos
tiidorakos betegekben magasabb szérum PAD4 ¢és IgA RF szint mérhetd, de a szdveti
citrullinacio és PAD4 expresszio hasonld dohanyosokban/nem dohanyosokban.

2. Leirtuk tovabba, hogy fokozott PAD4 expresszido ¢s citrullinacid jellemzé a
tiidédaganatra, ami alapjan felmeriilhet tumormarkerként térténé alkalmazasuk.

3. Kidolgoztunk egy olyan moddszert, amellyel a dohanyzas sejtmikddésre gyakorolt
hatésait in vitro rendszerben, standardizalt modon lehet vizsgalni. Kimutattuk, hogy a
dohanyfiist apoptozist indukal, és koncentraciofiiggden fokozhatja a TNFR1 és 2 szintet
human T-lymphocytékon.

4. Eredményeink szerint a T-sejtekbél, B-sejtekbdl és monocytakbol szarmazdé MV-k
mennyisége szignifikinsabb magasabb a PM/DM-es betegek plazmajaban az
egészségesekkel Osszehasonlitva. Az immunsejt eredeti MV-k szama Osszefliggést
mutatott az izomerével, az anti-Jo-1 pozitivitassal és a tiid6érintettséggel, ami felveti
biomarkerként torténé bevezetésiik lehetdségét. CK enzimaktivitast (amely az

izomeredetre utal) nem detektaltunk a PM/DM-es betegek keringé MV-iben.
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9. OSSZEFOGLALAS

Szamos epidemioldgiai tanulmany igazolja, hogy a dohanyzas fontos kockazati tényezd
rheumatoid arthritisben (RA-ban). Munkank soran egyrészt vizsgaltuk a dohanyzas
szerepét az RA patomechanizmusaban: in Vvivo rendszerben a fehérjecitrullinaciora,
illetve autoantitestképzésre kifejtett hatasait, mig in vitro rendszerben a tumornekro6zis-
faktor (TNF) jelatvitelre gyakorolt hatasait elemeztiik.

Egy nem arthritises betegcsoportban (tiidérakos betegekben) igazoltuk, hogy a
dohanyzads ¢és a fokozott citrullinacid6 a tiidében nem vezet feltétleniil
autoantitesttermeléshez, azaz citrullinalt fehérje ellenes autoantitestek (ACPA-K)
megjelenéséhez. Kimutattuk, hogy dohanyos tiidérakos betegekben magasabb szérum
peptidil-arginin-deiminaz (PAD) 4 és IgA rheumatoid faktor szint mérhetd, de a szoveti
citrullindci6 és PAD4 expresszi6 hasonlé dohanyosokban/nem dohanyosokban.
Tovabba leirtuk, hogy a fokozott PAD4 expresszié és citrullinacié specifikus a
daganatos szdvetre, ami felveti tumormarkerként torténd alkalmazasuk lehetdségét.
Kidolgoztunk egy olyan modszert, amellyel a dohdnyzas sejtmiikodésre gyakorolt
hatasait in vitro rendszerben, standardizalt médon lehet vizsgalni. Kimutattuk, hogy a
dohanyflist apoptozist indukal, és koncentraciofiiggéen fokozhatja a TNF-receptor 1 és
2 szintet human T-lymphocytakon.

Az autoimmun betegségekben nagy sziikség van a mindennapi klinikai gyakorlatban
hasznalhato biomarkerekre. Polymyositises/dermatomyositises (PM/DM-es) betegekben
vizsgaltuk a keringd mikrovezikula-mintazatot (MV), és Osszefliggést kerestiink a
betegség klinikai és laboratoriumi paramétereivel.

Kimutattuk, hogy a T-sejtekbdl, B-sejtekbdl és monocytakbol szarmazé MV-k szama
szignifikdnsabb magasabb a PM/DM-es betegek plazméjaban az egészségesekkel
Osszehasonlitva. Az immunsejt eredeti MV-k szama Osszefiiggést mutatott az
izomerével, az anti-Jo-1 pozitivitassal és a tiid6érintettséggel.

A dohéanyzéas vizsgalata kiemelt teriilete az autoimmun reumatoldgiai korképeknek,
kapott eredményeink hozzasegithetnek az ACPA-termelés mechanizmusanak
tisztazasahoz, valamint a TNF-jelatvitel jobb megértéséhez. Az MV-kkel kapcsolatos

eredményeink Uj biomarkerek bevezetését vetik fel PM/DM-ben.
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10. SUMMARY

Several epidemiological studies have confirmed that smoking is an important risk factor
in rheumatoid arthritis (RA). The role of smoking in the pathomechanism of RA has
been investigated: the impacts of smoking on protein citrullination and autoantibody
production, and tumor necrosis factor (TNF) signaling were studied in an in vivo and in
vitro system, respectively.

It was confirmed in a non-arthritic patient group (lung cancer patients) that smoking and
increased citrullination in the lung might not lead to autoantibody (anti-citrullinated
protein antibody, ACPA) production. Increased serum peptidyl arginine deiminase
(PAD) 4 and IgA rheumatoid factor levels were seen in smoker lung cancer patients but
tissue citrullination and PAD4 expression were similar in smokers and non-smokers. It
was also found that increased PAD4 expression and citrullination were characteristic of
lung cancer, thus, they may serve as tumor markers.

An in vitro system was developed to investigate the effects of smoking on cell function
in a standardized way. It was shown that smoke induced apoptosis, and might increase
TNFR1 and 2 levels in human T-lymphocytes as a function of smoke concentration.
There is a need for diagnostic and prognostic biomarkers in the daily practice of
autoimmune  diseases. Plasma microvesicles (MVs) were measured in
polymyositis/dermatomyositis (PM/DM) patients, and were correlated to the clinical
and laboratory parameters of the disease.

Significantly elevated levels of T and B cell, and monocyte derived MVs were found in
the blood plasma of PM/DM patients compared to healthy controls. Immune cell
derived MVs correlated to muscle strength, anti-Jo-1 positivity and lung involvement.
This work may contribute to the better understanding of smoke effects on ACPA
production and TNF signaling, while the results on MVs may reveal novel biomarkers
in PM/DM.
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