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1. BEVEZETES

1.1. A trombotikus trombocitopénias purpura (TTP)

A trombotikus trombocitopénias purpura (TTP) a trombotikus mikroangiopatiak
(TMA) csoportjaba tartoz6 korkép, azaz a betegség Iényegét a kiserek
(arterioldk ¢és kapillarisok) vérrogképzddéssel jard elvaltozasa képezi. A
trombocita-trombusok képzodése szoveti ischaemiat, illetve a vérlemezkék
felhasznaldédasa révén trombocitopéniat eredményez, a sériilt, betrombotizalt
kisereken 4thaladd vorosvértestek karosodasa pedig un. fragmentocitdk
keletkezéséhez és hemolitikus anémia kialakulasahoz vezet.

A TTP esetében a mikroangiopatia barmely szervet érintheti, ezért az ischaemia
okozta tiinetek megjelenése valtozatos. Neurolodgiai tiinetek az esetek akar 80%-
aban el6fordulhatnak, stilyossaguk az enyhe fejfajastol és zavartsagtol a fokalis
elvaltozasokra utald tiineteken (hemiparézis, afazia, latdszavar) €s epilepszias
gorcsokon at a komaig terjed. A gasztrointesztinalis, kardialis, illetve
vesekarosodasra utald tiinetek szintén gyakoriak, de a dializist igényld sulyos
veseelégtelenség viszonylag ritka.

A TTP epizodikus, shubokban zajlé betegség. Az epizod sikeres kezelését
kovetden, a kivaltdo faktorok megszilinte utan a betegek tartdsan remisszioban
maradhatnak. A remisszio elérését kovetden a betegek kozel harmada esik at
ujabb akut epizodokon, ezeket relapszusnak nevezziik.

A TTP esetében a TMA hatterében az ADAMTSI13 (a disintegrin and
metalloprotease with thrombospondin type 1 motifs, member 13) enzim
deficiencidja all. Az ADAMTSI13 funkcidja a von Willebrand-faktor (VWF)
ultranagy formajanak (ULVWF) elhasitasa kisebb, a vérplazmaban normal
koriilmények kozott megtalalhatd, a véralvadas folyamatdban szerepet jatszo
oligomer formakra. Mivel az ULVWF a kiserekben normalis koriilmények
kozott is eléfordulo nyirderdk mellett is képes vérlemezkék megkotésére, ezért a
hasitds elmaradasa miatti tartds jelenlétiik az endotélsejtek felszinén, illetve a
keringésben a vérlemezkék kitapadasat ¢€s aggregéacigjat, végsé soron
trombotikus mikroangiopatia kialakulasat eredményezheti.



Az ADAMTS13-deficiencia hatterében a TTP ritkabb, 6rokletes formajaban az
ADAMTS13 gén mindkét alléljat érintd6 mutaciok, a TTP-s esetek
hozzavetdlegesen 95%-at kitevd szerzett formaban pedig az ADAMTS13 enzim
ellen termel6dd autoantitestek allnak.

1.2. Az ADAMTSI13 elleni autoantitest-valasz szerzett TTP-ben

Szerzett TTP-ben az ADAMTS13 elleni autoantitestek jelentds része az enzim
aktivitasat kozvetleniil blokkolni képes gatld autoantitest (inhibitor), de ismertek
nem gatld autoantitestek is, amelyek feltehetben az ADAMTS13 keringésbdl
torténd  eltavolitasdnak fokozasdn keresztiil jarulhatnak hozzd annak
deficienciajahoz.

A gatlo autoantitestek dontd tobbsége az enzim spacer domeénjének egy
meghatarozott epitopja ellen iranyul, de a szerzett TTP-s betegek tilnyomo
része tobb domén ellen (a spacer mellett elsdsorban a C-terminalis
trombospondin-szerii és CUB doménok ellen) iranyuld autoantitesteket is
termel.

Bar a szerzett TTP-s betegek kisebb hanyadaban eléfordulhatnak IgM vagy IgA
osztalyba tartoz6 ADAMTS13-ellenes autoantitestek is, tilnyomo résziik az 1gG
osztalyba tartozik. Az IgG osztalyu autoantitestek elsésorban az IgGl és IgG4
alosztalyokba tartoznak.

Amig az IgG1 alosztalyba tartozd autoantitestek hatékonyan képesek kotddni a
fehérvérsejtek Fc-receptoraihoz, illetve aktivalni a komplementrendszert, addig
az IgG4 autoantitestek nem rendelkeznek e tulajdonsagokkal, raadésul
funkcionalis monovalencidjuknak koszonhetéen immunkomplexek képzddésére
is kevésbe hajlamosak. A fenti kiilonbségek befolydsolhatjak az ADAMTS13
enzim keringésbol torténd eltavolitasanak hatékonysagat. Az ADAMTS13-
ellenes autoantitestek alosztalyeloszlasanak és az ADAMTS13-g4tldo hatasanak
kapcsolatat azonban nagyobb beteganyagon eddig még nem vizsgaltak.

Az ADAMTS13-ellenes autoantitestek kialakulasanak pontos mechanizmusa
egyelore ismeretlen. Eddigi ismereteink alapjan bizonyos genetikai tényezdk
befolyasolhatjdk az autoantitestek keletkezésének, és ezaltal a szerzett TTP
kialakuldsanak rizikojat.



Koréabbi asszociacios vizsgalatok eredményei alapjan a HLA-DRB1*11 és az
ezzel kapcsoltan 6roklédé DQB1*0301 allélok aranya magasabb, a DRB1*04 ¢és
az ezzel kapcsolt DRB4 aranya pedig alacsonyabb a nyugat-eurdpai szerzett
TTP-s betegek korében az egészséges populacidhoz viszonyitva. Mivel azonban
az egyes DR ¢és DQ all¢lok egymassal, illetve az immunrendszer egyéb fehérjéit
koédold génekkel kapcesoltan, haplotipusok formdjaban 6roklédnek, ezért egyes
DR, illetve DQ all¢lok gyakorisagdnak valtozdsa nem feltétleniil az altaluk
koédolt fehérjének, hanem a HLA-DR-DQ haplotipus barmely elemének
rizikofokozo, illetve rizikdocsokkentd hatasara utalhat.

Mindazonaltal az asszocidciés vizsgalatok sordn feltehetéen rizikdéfokozo
hatasuként azonositott HLA-DR11 molekuldnak a szerzett TTP patogenezisében
jJatszott szerepét tovabbi molekularis vizsgalatok eredményei alatdmasztottak.

Tovabbi, potencidlisan rizikofokozo, illetve rizikdcsokkentd allélok azonositasa
ezekhez hasonlo funkcionalis megerdsito vizsgalatok eldtt nyithatja meg az utat.

Mivel egy asszociacidés vizsgalat elsésorban a populacioban gyakoribb
haplotipusok vizsgélatara alkalmas, ezért eltérd populdciok vizsgéalata mas-mas
haplotipusok esetleges rizikofokozo- vagy rizikocsokkentd szerepére derithet
fényt.

Ismert, hogy a szerzett TTP joval gyakrabban érint ndket, mint férfiakat, a néi
nem rizikofokoz6 hatdsanak oka azonban egyelére ismeretlen. Egyes
autoimmun betegségekben azt figyeltek meg, hogy a két nem tagjaiban eltérd
HLA-DR, illetve DQ allélok hordozdsa korrelalt a betegség kialakuldsanak
kockazataval. Az egyes HLA-DR-DQ-haplotipusoknak a szerzett TTP
kialakulasara gyakorolt hatasat nemek szerinti bontasban még nem vizsgaltak.

A PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) gén egy, a
limfocitak jelatvitelét regulald fehérjét (Lyp) kodol. A PTPN22 c¢.1858C>T
polimorfizmusa szamos autoimmun betegség kialakulasara hajlamosit. Egy
korabbi vizsgéalat soran nem taldltak Osszefiiggést a fenti polimorfizmus
hordozésa €s a szerzett TTP kialakuldsanak kockazata kozott. Mivel azonban a
polimorfizmus gyakorisdga nagy regionalis kiilonbségeket mutat, mds, a
mutaciot nagyobb aranyban hordoz6é populaciok vizsgdlata eddig rejtett
asszociaciokra derithet fényt. Tovabba allatkisérletek eredményei alapjan



feltételezhetd, hogy a genetikai hattér (pl. HLA-DR-DQ haplotipusok
hordozasa) befolyasolhatja a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus hatasat.

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek keletkezése mellett szintén keveset tudunk
az autoantitest-valasz idébeli valtozasairol. Pedig a relapszusok és azok kezelése
soran — illetve az antigén tartos jelenléte miatt akdr remisszio alatt is — az
ADAMTSI13 elleni autoantitest-valasz bizonyos valtozdsokon mehet keresztiil,
amely érintheti az autoantitestek mennyis€gét, alosztalyeloszlasat, affinitasat és
— ezeken keresztiil — gatlo hatasuk erdsségét is.

A fentieken til megvalaszolandd kérdés az is, hogy a betegségre hajlamosito
genetikai faktorok hordozédsa az autoantitestek kialakuldsanak esélyén kiviil
vajon az autoantitest-valasz bizonyos mennyiségi vagy mindségi jellemzdire is
hatassal van-e.



2. CELKITUZESEK

2.1. A szerzett TTP Kkialakulasanak kockazatat befolyasolo genetikai
tényezok vizsgalata

Els6 vizsgalatunkban azt a célt tiztiik ki, hogy:

1. Megvizsgaljuk az egyes HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP
kialakulasanak kockazatara gyakorolt hatasat.
Ennek érdekében meghataroztuk és 0sszehasonlitottuk az egyes HLA-DR-
DQ haplotipusokat hordoz6 egyének aranydt magyar szerzett TTP-S
betegek ¢és egészséges magyar kontrollszemélyek egy-egy csoportjaban.

2. Megvizsgaljuk az egyes HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP
kialakuldsanak kockazatdra gyakorolt hatasat kiilon a ndk, illetve a férfiak
korében.

E célbdl az 1. pontban leirt dsszehasonlitasokat nemek szerinti bontasban is
elvégeztiik.

3. Megvizsgaljuk a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmusnak a szerzett TTP
kialakulasanak kockazatara gyakorolt hatdsat a magyar populacioban.
Ehhez a ritka ¢.1858T allélt hordozé szerzett TTP-s betegek és egészséges
kontrollszemélyek ardnyat allapitottuk meg €és hasonlitottuk ossze.

4. Megvizsgaljuk, hogy hogyan befolyasolja a PTPN22 ¢.1858C>T
polimorfizmus hordozasa a HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP
kialakuldsanak kockézatara kifejtett hatasat.

Ennek érdekében Osszehasonlitottuk a szerzett TTP-s betegek és
egészséges  kontrollszemélyek aranyat a  PTPN22  ¢.1858C>T
polimorfizmus, valamint a rizikofokozo, illetve rizikocsokkentd HLA-DR-
DQ haplotipusok hordozasa alapjan képzett csoportokban.



2.2. Az ADAMTS13 elleni autoantitest-valasz jellemzdinek vizsgalata

Az ADAMTS13 elleni autoantitestek tulnyomo része az IgG osztalyba tartozik,
IgG izotipusi ADAMTS13-ellenes autoantitestek gyakorlatilag minden szerzett
TTP-s betegben kimutathatoak a betegség akut szakéban, illetve a betegek egy

részében remisszioban is.

Ennek megfeleléen masodik vizsgalatunkban azt a célt tiiztiik ki, hogy:

1.

Meghatarozzuk ¢és Osszehasonlitsuk az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek

s

kiilonb6zd stadiumokban — az elsd akut epizdd soran, relapszusban ¢s
remisszioban — vett mintdiban.

. Megvizsgaljuk az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek

alosztalyeloszlasanak szerepét az ADAMTS13-gatlo hatas kifejtésében.
Ennek érdekében egyrészt megvizsgaltuk az egyes IgG alosztalyokba
az ADAMTS13-gatlas erdsségevel, masrészt kozvetlentil
osszehasonlitottuk eltérd alosztalyeloszlasi de azonos ADAMTSI3 elleni

s

. Megvizsgaljuk a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasa és az ADAMTSI13

elleni autoantitest-valasz jellemzo6i k6zotti kapcsolatot.
E célbol Osszevetettik az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitesteknek a
rizik6fokozo, illetve rizikocsokkenté HLA-DR-DQ  haplotipusokat
hordozo, illetve nem hordozé TTP-s betegek csoportjaiban mért
koncentracidjat €s alosztalyeloszlasat.



3. MODSZEREK

3.1. Beteg- és mintabevalasztasi kritériumok

3.1.1. ATTP-HUS reqgiszter

Laboratériumunkban 2007 augusztusa o6ta zajlik trombotikus mikroangiopatiak
differencialdiagnosztikdja. A diagnosztikus mérések elvégzése céljabol
laboratoriumunkba érkezett mintakat ez id6 ota taroljuk, a vizsgalt betegek és
mintaik adatait pedig egy regiszterben (TTP-HUS regiszter) rogzitjiik.

A szerzett TTP diagnodzisat az alabbi kritériumok alapjan allitottuk fel: (1)
trombocitopénia (150 G/L alatti trombocitaszam), (2) mikroangiopatias
hemolitikus anémia (csokkent hemoglobinszint, emelkedett LDH, negativ
Coombs-teszt, fragmentocitak a periférias vérkenetben), (3) deficiens
ADAMTS13-aktivitas (<10% az alabb részletezett FRET esszével
meghatarozva), (4) kimutathat6 ADAMTSI13-inhibitorok (funkcionalis,
keveréses vizsgalattal) vagy ADAMTS13-ellenes 1gG autoantitestek (ELISA
modszerrel).

A dolgozat alapjat képez6 kutatasokba a regiszteriinkben szerepld szerzett TTP-
s betegeket valogattuk be az alabbi kritériumok alapjan.

3.1.2. A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus
szerepeének vizsgalataba bevont betegek €s kontrollszemélyek

A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus
vizsgalataba a regiszteriinkben 2015 jaliusaban szerepl6 84 szerzett TTP-s beteg
koziil azokat vontuk be, akiktél rendelkezésiinkre allt a genetikai vizsgélatra
alkalmas minta (76 f6). Egy beteget zartunk ki délkelet-azsiai szarmazasa és az
ezzel jaro eltérd genetikai hattér miatt; a vizsgalatba bevalasztott 75 beteg
mindegyike Magyarorszagrol (73 f0) illetve szomszédos europai orszagbol (2
f6) szarmazott.

Kontrollként 204 egészséges személy (csontveld-transzplantacio eldtt alld
gyermekek sziilei (106 £0), illetve csaladvizsgalatban részt vevo sziilok (98 {6))
adatai szolgaltak. A HLA-DR eredmény az 6sszes kontroll (204 f6) esetében
elérhetd volt, a HLA-DQ eredmény pedig a betegek egy alcsoportjdban (162 £0)
volt ismert. A PTPN22-polimorfizmus vizsgalatahoz 169 kontrollszemély esetén
rendelkeztiink a sziikséges mintaval.



3.1.3. Az ADAMTS13-ellenes autoantitestek alosztdlyeloszlasanak ¢és gatlo
hatdsénak vizsgélataba bevont betegek és mintdk

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek alosztalyeloszlasdnak és gatld hatdsanak
vizsgalatat 81 szerzett TTP-s beteg Osszesen 101 ADAMTS13-ellenes 1gG-re
pozitiv mintajaban végeztiik el. A regiszteriinkben 2017 marciusaban szerepld
113 szerzett TTP-s beteg Osszes ADAMTSI13-deficiens (és néhany nem
deficiens) mintajaban elvégeztik az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek
meghatarozasat, amely 109 betegminta esetében bizonyult pozitivnak. Ez utébbi

mintak koziil 101 esetében volt elvégezhetd az alosztalyeloszlas meghatarozasa.
A 101 vizsgalt minta koziil 97 minta esetén végeztik el az inhibitorok
meghatarozasat keveréses vizsgalattal. Az autoantitestek fajlagos gatlo hatdsat
azokban az akut mintakban vizsgaltuk, amelyekben az [gG4 aranya 70% feletti
(19 minta) vagy 30% alatti (16 minta) volt, illetve az Osszes elérhetd remisszios
mintadban (14 minta).

3.2. Alkalmazott modszerek

3.2.1. A HLA-DR-DQ haplotipusok meghatdrozasa

A HLA-DRB1 ¢s HLA-DQBL1 all¢lok alacsony felbontdsu meghatarozasat az
Orszagos Vérellato Szolgalat Transzplantacids Immungenetikai
Laboratériumaban végezték szekvenciaspecifikus oligonukleotid- hibridizacios
modszerrel.

A HLA-DR-DQ haplotipusokat a csaladvizsgalatban szereplé 98 kontroll
esetében a szegregacid alapjan hataroztuk meg, a tovabbi kontrollok és a szerzett
TTP-s betegek esetében pedig a Phase (v2.1) szoftver segitségével prediktaltuk.

3.2.2. A PTPN22 gén c.1858C>T polimorfizmusénak vizsgélata
A PTPN22 gén ¢.1858C>T polimorfizmusat az €rintett DNS szakasz polimeraz
lancreakcioval (PCR) torténd megsokszorozasat kovetden RFLP (restrikcios

fragmenthossz-polimorfizmus) médszerrel vizsgaltuk.

3.2.3. Az ADAMTS13-aktivitas és ADAMTS13-gatl6 hatds meghatarozasa

Az ADAMTS13-enzimaktivitds meghatirozasa fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer (FRET) elven tortént, kinetikus modszerrel, a FRETS-VWF/73
szubsztrat (Peptides International Inc., Louisville, KY, USA) alkalmazasaval.

A mintdk ADAMTSI13-aktivitasat egy 100% névleges ADAMTSI13-aktivitasu
poolozott normal citratos plazmamintaéhoz viszonyitottuk.
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Az ADAMTS13-gatlo hatas erdsségét funkcionalis, Un. keveréses vizsgalattal
vizsgaltuk. A vizsgdland6 betegmintdkat az aktivitasmérést megel6zOen
poolozott normal citrdtos plazmamintaval 1:1 ardnyban Osszekevertiik, majd
37°C-on 2 6ran keresztil razoasztalon inkubaltuk. A kevert mintdk aktivitasat a
fent ismertetett FRET-moddszerrel hataroztuk meg. Minél alacsonyabb volt a
kevert minta aktivitasa, annal er0sebb ADAMTS13-gatlast tiikrozott: a kevert
minta 40% folotti  aktivitdsabol érdemi gatlds hiadnyara, 0%-hoz kozeli
aktivitasabol pedig igen erds ADAMTS13-gatlasra kdvetkeztettiink.

A fajlagos (adott autoantitest-koncentraciéra vonatkoztatott) gatlaser0sség
vizsgalata a fentiekhez hasonloan zajlott, de a valasztott mintdkat a keveréses
vizsgalat elvégzése elott, az ADAMTSI3-ellenes 1gG koncentracidojuk
ismeretében pH 7,4-es kémhatasi PBS oldatban olyan mértékben higitottuk,
hogy a higitott betegmintdk ADAMTS13-ellenes IgG koncentracioja azonos, 25
U/mL-es legyen.

324. Az ADAMTSI3 elleni IgG autoantitestek koncentracidjanak és
alosztalyeloszldsanak meghatdrozasa

Az 1gG osztilyo ADAMTSI13-ellenes autoantitestek koncentraciojat
antigénkoteéstik alapjan, ELISA modszerrel hataroztuk meg, a gyari Technozym
ADAMTS13-Inh® kit (Technoclone GmbH, Bécs, Ausztria) segitségével. A
gyartd ajanlasa alapjan a 15 U/mL feletti antitestkoncentracidokat tekintettiik

pozitivnak.

Az ADAMTS13 elleni IgG autoantitestek alosztalyeloszlasat egy hazilag
bedllitott ELISA-mddszerrel hataroztuk meg. Az essz€é soran a betegmintakat
rekombindns ADAMTSI13-mal fedett lemezekben inkubaljuk, majd
alosztalyspecifikus masodlagos antitestek segitségeével hivtuk eld. Egy masik
lemez alosztalyonként 2-2 oszlopat ismert koncentracidju és alosztalyh human
IgG antitestekkel fedtiik, majd blokkoléast kdvetden ezeket a vizsgalt mintakkal
megegyez0 moddon jeldltik az adott alosztadlyra specifikus masodlagos
antitestekkel. Az 1igy eldallitott kalibratorokra illesztett standardgérbék
segitségével hatdroztuk meg az adott alosztdlyba tartozd lekotddott
ADAMTS13-specifikus  IgG  mennyiségét. Az egy mintabol lekotddott,
kiilonbozd alosztalyba tartoz6 autoantitestek ardnya alapjan kovetkeztettiink a
mintdban taldlhaté autoantitestek alosztalyeloszldsara. Az alosztalyok aranyat a
minta (gyari ELISA-kittel —meghatarozott) ADAMTSI13-ellenes IgG-

crcr

crer



4. EREDMENYEK

4.1. A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus
rizikdmodosito szerepének vizsgalata szerzett TTP-ben

4.1.1. A HLA-DR-DQ haplotipusok hatasa a szerzett TTP rizikojara

A DRB1*11-DQB1*03 ¢és a DRBI1*15-DQB1*06 haplotipusokat hordozd
egyének aranya magasabbnak (56,0% vs. 27,2%, illetve 25,3% vs. 11,7%), a
DRB1*07-DQB1*02 ¢és a DRB1*13-DQB1*06 haplotipusokat hordozoké pedig
alacsonyabbnak (6,7% vs. 21,6%, illetve 4,0% vs. 13,6%) bizonyult a szerzett
TTP-s betegek csoportjaban (75 6, median életkor 41 év, ndk aranya 80,0%) az
egészséges kontrollok csoportjahoz (162 6, 57 év, 53,1% nd) képest.

Ez arra utal, hogy a DRB1*11-DQB1*03, illetve a DRB1*15-DQB1*06
haplotipusok hordozasa fokozza (esélyhanyados (OR) 3,41 (1,93-6,05) és 2,55
(1,26-5,18)), mig a DRB1*07-DQB1*02, illetve a DRB1*13-DQB1*06
haplotipusok hordozasa csokkenti (OR 0,26 (0,10-0,69) ¢és 0,27 (0,08-0,92)) a
szerzett TTP kialakuldasanak kockézatat.

4.1.2. A HLA-DR-DQ haplotipusok rizikémddositd hatdsa nékben

A szerzett TTP-s ndbetegek (60 f0) €s az egészséges ndk csoportjanak (86 0)
osszehasonlitdsa alapjan ugyanazok a haplotipusok bizonyultak rizik6éfokozo és
rizikocsokkentd hatasunak, mint a teljes betegcsoportban, raadasul az

Osszefiiggések az alacsonyabb elemszam ellenére még kifejezettebbek voltak.

A DRB1*11-DQBI1*03 ¢és a DRB1*15-DQB1*06 haplotipusokat hordozo
egyének aranya ugyanis joval magasabb (61,7% vs. 26,7%, illetve 30,0% vs.
12,8%), mig a DRB1*07-DQB1*02 ¢és a DRB1*13-DQB1*06 haplotipusokat
hordozoké pedig joval alacsonyabb (5,0% vs. 22,1%, illetve 1,7% vs. 14,0%)
volt a szerzett TTP-s nébetegek csoportjaban az egészséges nok csoportjahoz
képest. Az esélyhanyados a DRB1*11-DQB1*03 haplotipus esetében 4,41-nek
(2,17-8,93), a DRB1*15-DQB1*06 esetében 2,92-nek (1,26-6,77), a DRB1*07-
DQB1*02 esetében 0,19-nek (0,05-0,66), a DRB1*13-DQB1*06 esetében pedig
0,10-nek (0,01-0,83) adodott.

A férfi TTP-s betegek szama (15 f6) til alacsony volt statisztikai vizsgalatok
elvégzéséhez, illetve kovetkeztetések levonasahoz.
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4.1.3. A PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus hatasa a szerzett TTP riziko6jara

A PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus ritka ¢.1858T alléljat hordozd szerzett
TTP-s betegek aranya (20,1%) nem Kkiilonb6zott az allélt hordozo, a
polimorfizmus tekintetében vizsgalt egészséges kontrollszemélyek (169 6, 56
év, 59,2% no) aranyatdl (21,3%). A fenti megallapitasok egyarant igazak a
nemek szerint kettébontott csoportokra is.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus
Osszességében nem befolyasolja a szerzett TTP kialakulasanak kockazatat.

4.1.4. A PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus és a HLA-DR-DQ haplotipusok
interakcioinak hatdsa a szerzett TTP rizikojara

A PTPN22 c.1858T ritka allélt és a DRB1*15-DQB1*06 haplotipust egyarant
hordozo6 egyének kozott a szerzett TTP-s betegek aranya (80,0%) szignifikdnsan
(p=0,007) magasabb volt a ritka allélt hordozd, de a haplotipust nem hordozé
egyénekhez képest (26,7%), mig a masik két, a c.1858T allélt nem hordozo
csoport kozott a kiillonbség nem Vvolt szignifikans. Masrészt a ritka allélt nem
hordozo, de a DRB1*07-DRB1*02 haplotipust hordoz6 egyének korében a
szerzett TTP-s betegek aranya (7,7%) szignifikansan (p=0,001) alacsonyabb volt
a ritka allélt és a haplotipust sem hordoz6 egyének csoportjahoz képest (40,4%),
mig a ritka allélt hordozd csoportok kozott nem talaltunk szignifikans
kiilonbseget.

Eredményeink arra utalnak, hogy a DRBI1*15-DQB1*06 haplotipus
rizikofokozo hatasa csak a ritka PTPN22 ¢.1858T allélt hordoz6 egyénekben,
mig a DRB1*07-DQB1*02 haplotipus rizikocsokkentd hatasa csak a ritka allélt
nem hordozé egyénekben érvényesiil.

4.2. Az ADAMTS13 elleni 1gG autoantitestek koncentracidojanak,
alosztalyeloszlasanak és gatlo hatasanak vizsgalata

421. Az ADAMTSI3 celleni IgG autoantitestek koncentrdcidja és
alosztélyeloszl4sa a szerzett TTP egyes stddiumaiban

A vizsgalatba bevont 81 beteg (median életkor 38 év, 76,5% nd) 101 vizsgalt
mintajaban (80 akut és 21 remisszios minta) az ADAMTS13-ellenes 1gG
koncentracidja (median, interkvartilis tartomany) 66,0 (35,6-158,0) U/mL volt.
Az ADAMTSI3 elleni IgG autoantitestek elsésorban az IgG4 ¢és IgGl
alosztalyba tartoztak. Az IgG4 median aranya 66,0% (34,5%-76,0%), az 1gG1-¢é
32,0% (24,0-51,5%), az [gG3 ¢és IgG2 median aranya pedig egyarant 0,0% (0,0-
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5,5%, illetve 0,0-2,5%) volt. A mintak 70,3%-aban az 19G4, 27,7%-aban az
19gG1, 2,0%-aban pedig az 1gG3 volt a domindns (legnagyobb ardnyban jelen
1év0) alosztaly. A mintak 96,0%-a tartalmazott 19G4, 93,1%-a IgG1, 50,5%-a
1gG3, 40,6%-a pedig IgG2 alosztalyt ADAMTS13 elleni autoantitesteket. Mind
a négy alosztadly a mintak 23,8%-4ban fordult el egyiitt, 36,6% tartalmazott
harom, 35,6% pedig kettd kiilonboz6 alosztalyt, csupan 4,0% tartalmazott
kizarolag egyféle alosztalyba tartozé autoantitesteket.

Az els6 akut szakbol (57 minta 57 betegtdl, median életkor 41 év, 73,7% nd),
illetve relapszusbol (15 minta 15 betegtdl, 35 €év, 80,0% nd) szarmaz6 fiiggetlen
mintak Osszehasonlitasa alapjan az IgGl és IgG3 szintje (35,7 (17,5-96,6) vs.
12,8 (6,0-19,9), illetve 1,6 (0,0-8,2) vs. 0,0 (0,0-0,1) U/mL) és aranya (42,0%
(30,6%-68,8%) vs. 24,3% (21,0%-28,8%), illetve 2,2% (0,0%-9,7%) vs. 0,0%
(0,0%-0,2%)) magasabb, az IgG4 aranya pedig alacsonyabb (49,7% (14,0%-
68,3%) vs. 73,6% (65,0%-78,4%)) az els6 akut szak soran a relapszushoz
képest.

Amig az elsd akut shub sordn vett mintak kozel felében (47,4%) az ADAMTS13
elleni IgG1 mennyisége volt a legmagasabb, addig az 6sszes relapszus soran vett
mintaban az 1gG4 volt a dominans alosztaly. A fliggetlen mintak mellett a t6bb
mintdval rendelkezd betegek valamennyi relapszusbol szarmazé mintajaban az
IgG4 bizonyult dominéns alosztalynak.

Az elsé akut shubot kovetd remisszioban vett fliggetlen mintdk (9 minta 9
betegtdl, 34 év, 88,9% nd) 80,0%-aban, illetve a relapszust kovetd remisszidban
vett mintdk (8 minta 8 betegtdl, 34 év, 100% nd) 100%-aban szintén az 1gG4
volt a domindns alosztaly.

4.2.2. Az ADAMTS13-gatlas és osszefliggése az ADAMTSI13 elleni [gG
autoantitestek szintjével és alosztalyeloszldsaval

Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek 0Osszkoncentracioja korrelalt az
ADAMTS13-gétlas erdsségét jelz0 mutatoval, vagyis forditott korrelaciot
mutatott a normal citrdtos mintaval 1:1 aranyban kevert és 37°C-on két 6ran at
inkubalt betegmintak ADAMTS13-aktivitasaval (= —0,326; p=0,011).

Ennél erdsebb korrelaciot talaltunk a kevert mintak aktivitasa, illetve az 1gG4
alosztalyba tartozo autoantitestek koncentracioja kozott (r=—0,473; p<0,0001).
Az IgGl, IgG2, illetve IgG3 alosztalyd  ADAMTSI13-ellenes autoantitestek
szintje és az ADAMTS13-gatlas erdsségét jelzd mutatd kozott viszont nem
talaltunk szignifikdns 6sszefliggést.
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Az IgG4 alosztalyt magas (70% feletti), illetve alacsony (30% alatti) aranyban
tartalmazo6, illetve eltérd stadiumokbdl szadrmazoé mintdk fajlagos (azonos
autoantitest-koncentraciora vonatkoztatott) gatlo hatasanak vizsgalatahoz 35
akut szakbol és 14 remissziobol szarmazd mintat a normal citratos plazmaval
torténd keverést és inkubacidt megelézéen azonos, 25 U/mL-es ADAMTS13-
Az [gG4 alosztalyu autoantitesteket nagy aranyban tartalmazo mintak (19 minta,
8 elsé akut shubbol, 11 relapszusbol) gatlo hatasa erdsebbnek bizonyult az
IgG4-et alacsony aranyban tartalmazd mintakéhoz (16 minta, mind elsé akut
shubbdl) képest.

Az IgG4 alosztalyt alacsony aranyban tartalmaz6é mintdk mindegyike az elsd
akut shubbodl szarmazott. Az eltérd betegségstddiumokbol szarmazo, 1gG4-et
magas aranyban tartalmazé mintdk fajlagos gatldé hatdsa kozott nem talaltunk
kiilonbseget.

4.2.3. A HLA-DR-DQ haplotipusok és az autoantitest-valasz §sszefiliggései

Az ADAMTS13 elleni IgG autoantitestek koncentracidja magasabb volt az elsd
vizsgalatunk alapjan rizikécsokkentdé haplotipusokat (DRB1*07-DQB1*02,
illetve DRB1*13-DQB1*06) hordozo betegek (9 f6) elsé elérheté akut
mintdjaban a rizikdcsokkentd haplotipusokat nem hordozoé betegek (61 f6) akut
mintaihoz képest (280,4 (142,8-687,0) vs. 65,7 (42,1-111,4) U/mL, p = 0,0003).
A rizikofokozd haplotipusokat (DRB1*11-DQB1*03, illetve DRB1*15-
DQB1*06) hordoz6é (47 f6), illetve nem hordozo (23 f6) betegekben az
ADAMTS13-ellenes autoantitestek koncentracidja nem kiilonbozott.

Az autoantitestek alosztilyeloszlasa nem tért el a rizikdfokozo, illetve
rizikocsokkentd haplotipusok hordozésa alapjan képzett csoportokban.

A fenticken tal azt tapasztaltuk, hogy a rizikocsokkentd haplotipust nem
hordoz6 betegek relapszusban vett mintaiban alacsonyabb volt az ADAMTS13
elleni IgG autoantitestek koncentracidja az elsé akut epizodban vett mintaikhoz
képest (42,3 (31,0-67,4) vs. 67,1 (43,6-152,0) U/mL, p = 0,0291). Hasonld
tendencia a rizikécsokkentd haplotipust hordozo betegek esetében nem volt
megfigyelhetd.
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5. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6bb megallapitasai a kovetkezok:

5.1. A HLA-DR-DQ haplotipusok, a nem és a PTPN22 c.1858C>T
polimorfizmus hatasa a szerzett TTP kialakulasanak kockazatra

1. Megerdsitettik a DRB1*11-DQB1*03 haplotipus rizikofokoz6 szerepét,
tovabba megallapitottuk, hogy ezen feliil a DRB1*15-DQB1*06 haplotipus
hordozdsa noveli, a DRB1*07-DQB1*02 ¢és DRBI1*13-DQB1*06
haplotipusok hordozasa pedig csokkenti a szerzett TTP kialakuldsdnak
kockazatat.

2. Megallapitottuk, hogy az 1. pontban ismertetett Osszefliggések a nok
korében kiilondsen erdsek, az alacsonyabb elemszam ellenére is.

3. Nagyobb beteganyagon megerésitettiik a korabbi megfigyelést, miszerint a
PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmust hordozok gyakorisdga nem tér el a
szerzett TTP-s betegek és az egészséges kontrollszemélyek csoportjaban.

4. Megallapitottuk, hogy a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus befolydsolja
egyes HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP kialakulasara gyakorolt
rizikofokozo, illetve rizikocsokkentd hatasat.

A DRB1*15-DQB1*06 haplotipus rizik6fokozo hatasa csak a ritka
PTPN22 c¢.1858T all¢lt hordozok korében, a DRBI1*07-DQB1*02
haplotipus rizikocsokkentd hatdsa pedig a ¢.1858T allélt nem hordozdok
korében bizonyult szignifikansnak.

5.2. Az ADAMTSI13 celleni IgG autoantitestek koncentracidja,
alosztalyeloszlasa és gatlo hatasa a szerzett TTP kiilonb6z6 stadiumaiban

la. Vizsgalatunk eredményei alatamasztjak azt a kordbbi megfigyelést, hogy
szerzett TTP-ben az ADAMTSI3 elleni IgG izotipusi autoantitestek
elsdsorban az IgG4 ¢és IgGl alosztalyokba tartoznak. A mintdk dontd
tobbségében tobbféle alosztalyba tartoz6 ADAMTS13-ellenes autoantitestek
egyidejii jelenléte igazolhato.
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1b. Megallapitottuk, hogy az egyes IgG alosztalyokba tartoz6 ADAMTSI13-
ellenes autoantitestek ardnya a betegség lefolyasa sordn jellegzetes
valtozasokat mutat.
Az els6 akut epizodhoz képest relapszusban az IgG4 alosztaly(
autoantitestek ardnya magasabb, mig az IgGl ¢és IgG3 alosztalyu
autoantitestek aranya és koncentracioja pedig alacsonyabb.
Ezen feliil a fiiggetlen mintdk O0sszehasonlitasa, illetve a tobb mintaval
rendelkez0 betegek eredményei egyardnt arra utalnak, hogy a
relapszusban, illetve relapszust kovetd remisszidban vett mintak
mindegyikében az [gG4 a dominans alosztaly.

2. Megallapitottuk, hogy az IgG4 alosztalyd ~ADAMTSI13-ellenes
autoantitesteket magasabb aranyban tartalmazé mintdk ADAMTS13-gatlo
hatasa erdsebb a tobbi mintahoz viszonyitva.

ElsOként vizsgaltuk szisztematikusan, nagyobb esetszdmi TTP-S
betegcsoportban az  ADAMTS13-ellenes  IgG  autoantitestek
alosztalyeloszlasanak kapcsolatat az ADAMTSI13-gatlas erdsségével
Megallapitasunkat a kovetkezd két, egymast alatdmasztd eredményiinkre
alapozzuk. Egyrészt az IgG alosztadlyok kozil egyediill az IgG4
alosztalyl autoantitestek koncentracidja korreldlt az ADAMTS13-gatlas
erdsségét jelz0 mutatoval. Masrészt az 1gG4-dominans mintdk azonos
ADAMTS13-ellenes IgG-koncentraciora vonatkoztatott gatloképessége
erosebbnek bizonyult az IgG1-domindns mintakénal.

3. Osszefiiggést talaltunk a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasa, illetve az
ADAMTSI13 elleni autoantitestvalasz egyes jellemzo6i kozott.

Els6ként vizsgaltuk meg a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasanak és
az ADAMTS13 elleni autoantitest-valasz egyes jellemzdinek
kapcsolatat.
Eredményeink arra utalnak, hogy az autoantitestek koncentracidja
magasabb a rizikdcsokkentd haplotipusokat (DRB1*07-DQB1*02 és
DRB1*13-DQB1*06) hordozo6 betegek korében az azokat nem hordozé
betegekhez képest.
Emellett azt figyeltiik meg, hogy a rizikocsokkentd haplotipust nem
hordoz6 betegek korében az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek
koncentracioja a relapszus soran vett mintakban alacsonyabb az els6 akut
epizod soran vett mintdkhoz képest.
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