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1. BEVEZETES

1.1. Az autoimmun betegségekrdl altaldaban

Az autoimmunitdas mint bioldgiai jelenség az él6 miikodés egyik lényegi és
elvalaszthatatlan részét képezi. Annak ellenére, hogy mind molekularis és sejtszinten, mind
pedig a fizioldgids szabalyozas részeként folyamatosan zajlanak autoimmun reakcidk a
szervezetben, az emberi populacidban és az allatvilagban egyarant el6fordul szdmos olyan
sulyos - és esetleg az életet is veszélyeztet6 - betegség, amely a hibas immunreguldcié
kovetkeztében alakul ki, elsGsorban az autoreaktiv T-sejtek és autoantitestek rendellenes
m(ikodésének eredGjeként.

Minthogy az autoimmunitdas egy haldzatszerlien miikéd6, sokkomponensi
szabalyozas eredményeként jon létre, a rendszer barmely komponensének (vagy az azt
kddold génnek) a rendellenes miikddése vezethet az immunrendszer normalis funkcidjanak
megvaltozasahoz és egyben valamilyen autoimmun kérkép kialakulasahoz.

Az autoimmun betegségek mindegyikét jellemzi a sajat-antigének elleni abnormalis
immuntolerancia, valamint a genetikai tényez6k bizonyitott kozrejatszasa a korkép
kialakuldsaban.

Az autoimmun betegségeket két csoportra oszthatjuk aszerint, hogy a szervezet egy
vagy tobb szerve illetve szervrendszere érintett. A szervspecifikus autoimmun betegségek
kozé tartozik példaul a diabetes mellitus, a gyulladasos bélbetegségek (colitis ulcerosa,
Crohn-betegség), a psoriasis, az autoimmun thyroiditisek és szamos mds kérkép. A
szisztémas autoimmun megbetegedések kozll a leggyakoribb el6fordulast a szisztémas
lupus erythematosus, a szisztémas sclerosis, a Sjogren-szindroma és a rheumatoid arthritis
(RA) mutatjak.

1.2. Rheumatoid arthritis

1.2.1. A rheumatoid arthritis klinikai képe

A rheumatoid arthritis a leggyakrabban el6fordulé szisztémas autoimmun betegség:
az atlagpopulacié mintegy 1%-at érinti, Magyarorszagon is. Az egész vilagon elSfordul,
Afrikdban azonban viszonylag ritka. A legnagyobb prevalencidt az észak-amerikai
bennszilott torzsek (Pima, Chippewa) korében mutatja. Megfigyelések szerint a betegség
2,5-szer tobb nét érint, mint férfit.

Els6sorban a kisizlileteket érintS, krénikus, gyulladasos, destruktiv kdrkép,
sulyosabb formaban viszont extraarticuldris manifesztaciéi is lehetnek. Kezelés nélkiil a
beteg életvitele jelent6ésen romolhat, mozgdskorldtozottsdg, tartdés rokkantsag is
bekdvetkezhet. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a tiinetek szimmetrikusan érintik a két
testfelet. A tinetek kozil leggyakoribbak a fajdalom, az iziileti merevség, a periférias
izlletek duzzanata, a lagy szovetek duzzanata, regiondlis csontritkulds, az iziileti rés
sz(ikllése, és a rostos ankylosis, am a klinikai kép igen heterogén lehet.

A tinetek barmely életkorban jelentkezhetnek, leggyakrabban viszont a 40. és
70. életév kozott manifesztdlédnak. A synovitisbdl eredé izileti leépiilés a betegek 70%-
andl mar az elsé két évben bekovetkezik, és radiografiai mdodszerekkel mar kimutathato.
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MRI-vel a betegség els6 négy hdnapjaban mar felfedezhet6k synovidlis hipertroéfiak,
csontodémadk és mas korai eroziv elvaltozasok.

1.2.2. Szerolégiai jellemzdk

Az RA diagnosztikaja a klinikum, a képalkoté- és a laboratériumi eljardsok
egylttes értékelésén alapszik. Habdr szamos szeroldgiai teszt elvégezhetd, két olyan, a
vérbél konnyedén kimutathatd faktorrdl érdemes emlitést tenniink, amely nagy
specifitassal és érzékenységgel bir a rheumas betegek estében.

A rheumatoid factor (RF) olyan autoantitest, amely kozvetlenil a normdl
vald kapcsolddasat is azonositottak (Igk, IgM, IgA, 1gG). A gyakorlatban az IgM-RF mérését
szoktak elvégezni. Az RF a RA-betegek 75%-aban jelen van, a maradék 25%-ban ugyanakkor
annak ellenére sem detektalhatd, hogy a beteg mutatja a RA egyéb specifikus tineteit.
Ezzel ellentétben viszont kiilonb6z6 fertGzések és mas rheumatoldgiai betegségek
fennallasakor az RF el6fordulhat egészséges (azaz nem RA-s) egyénekben is. Raadasul a
megfigyelések szerint a nagy mennyiségl kavéfogyasztas és a dohdanyzas is elGsegiti a RF
felhalmozddasat. A faktor RA-specifitdsa tehat nem szamottevs. Az esetek csupan 19,3%-
aban mutathatd ki még a specifikus rheumatoid arthritis-es tiinetek megjelenése el6tt, igy
prognosztikus értéke is csekély. Az viszont tény, hogy az RF-szeropozitiv betegek
korlefolyasa gyorsabb és sulyosabb, tovabba gyakran extraarticularis manifesztacio is
megfigyelhetd. Osszegzésként elmondhatd, hogy az RF ELISA-teszttel valé kimutatasa szlrd
tesztként nem alkalmazhatd, altaldban akkor bizonyul hasznosnak a vizsgélat elvégzése, ha
mas, RA-ra utald tiineteket is tapasztaltak a paciensnél.

A rheumatoid faktor relative alacsony specifitdsa arra vezetett, hogy mas,
specifikusabb és érzékenyebb RA-autoantitestek utan kutassanak.

Az anti-ciklikus citrullinalt peptid elleni antitest (anti-CCP) olyan peptidek ellen
termel6dik, melyek enzimatikus &talakitas soran citrullindlt formdaba keriiltek (ez egy
arginin-citrullin atalakulast jelent). Az anti-CCP antitestek kozvetlenil a gyulladt régidban
keletkeznek, RA-ban a citrullindlt fehérjék a synoviumban lokalizalédnak. Az anti-CCP az RF-
nél kisebb érzékenységgel (66,4%), am joéval nagyobb specifitdssal (97,1%) rendelkezé
szeroldgiai faktor. Az anti-CCP-teszt érzékenységét annak koszonheti, hogy a citrullindlt
autoantitest mar a korai RA-ban is 40-60% valdszin(iséggel kimutathaté, és az RF-negativ
betegek 34,5%-aban is megtaldlhatd, féleg a betegség korai szakaszaban. Jelenléte utalhat
izGleti destrukcid és progressziv korlefolyas kés6bbi kialakulasara.

Az anti-CCP és RF egylttes el6forduldsa 28,9-szeres valdszin(liséggel
predesztinalja az RA kialakuldsat az egészséges, anti-CCP-re és RF-re egyarant szeronegativ
populaciéhoz képest.

1.2.3. A rheumatoid arthritis etiologiaja

Hasonléan mas autoimmun korképekhez, az RA kivaltasdban is szamos
egyidejlleg érvényesll6 tényezd jatszik szerepet. Egyrészt fontos a genetikai hajlam,
masrészt, feltételezhetd valamilyen mikrobialis dgens altal kivaltott infekcid szerepe is, és
részt vehetnek benne valddi autoimmun mechanizmusok is. Minthogy az RA végs6 soron
egy kronikus gyulladas kialakuldsaval jar, a betegség inkdbb tekintheté ugynevezett
»immunoinflammatdrikus” korképnek, mint valodi autoimmun megbetegedésnek.



1.2.3.1. Kérnyezeti faktorok

A koérkép kialakitdsdban esetlegesen szerepet jatszd kornyezeti faktorokkal
kapcsolatban szdmos tanulmany sziiletett, dm kovetkeztetéseik egymasnak ellentmonddak:
mig a dohanyzas feltételezhetéen eldsegiti az RA manifesztalddasat, addig az alkohol — Ugy
tlinik — ezzel ellentétes hatdssal bir. A kdvéfogyasztas, az ordlis fogamzasgatldk szedése, az
obezitas és az els6foku rokonok kozotti skizofrénia el6forduldsa szintén novelik a hajlamot,
hatdsuk azonban fligg a beteg szeroldgiai sajatsagaitdl, példdul az anti-CCP-statusztél. Egy
dan tanulmany szerint egyedil a n6betegek életkora a menarche idején mutat szignifikans
prediszpoziciot a betegségre, fliggetleniil a beteg anti-CCP-szeroldgidjatol.

Szamos kutaté feltételez valamilyen bakteridlis vagy virdlis infekcidt az RA
hatterében: leginkabb a Mycobacteriumok, Streptococcusok, Proteus, Chlamydia fajok,
parvovirus B19, rubeola-, és HIV-virusok keriiltek a kutatas fokuszaba, de kétséget kizardan
egyikik hajlamosité mivolta sem nyert igazolast'. Feltételezhetéen csak meghatarozott
genetikai hatterl egyéneknél érvényesiilhet egyik vagy masik infektiv agens koroki szerepe.

1.2.3.2. Genetikai faktorok

Monozigéta és dizigéta ikreken végzett kutatasok arra utalnak, hogy az RA
kialakuldsaban mintegy 60%-ra tehet6 a genetikai faktorok szerepe. A fennmaradé 40%-ért
a fent targyalt kérnyezeti tényez6k felelGsek.

A genetikai prediszpozicid korilbelil felét teszi ki a humdn leukocita antigén
(HLA) génkomplex meghatdrozott varidnsainak jelenléte, mig a hajlam tovabbi
kialakitasaban illetve novelésében egymastdl fliggetlen gének és ezek polimorfizmusainak
egyike-masika (esetleg sok kilonb6z6 varians egylittes jelenléte) vesz részt.

1.2.3.2.1. A HLA génkomplex

A rheumatoid arthritis és mas autoimmun betegségek genetikai hatterének
kutatdsa sordn legel6szor a HLA-génkomplex hajlamositd, és a betegség lefolydsat dontéen
meghatdrozd szerepére derilt fény.

A HLA-gének dltal kddolt MHC (major histocompatibility complex)-molekulakat
harom osztdlyba sorolhatjuk. A rheumatoid arthritis tekintetében a Il. osztdlyba tartozo
molekuldkrél (MHC-II.) érdemes szot ejteniink. Ezek olyan immunoglobulin szerkezet(
sejtfelszini glikoproteinek, melyek az antigén-prezentacidban jatszanak szerepet.
Kozrem(ikodésik szikséges a humoralis és celluldris immunvalasz egylttes kivaltasahoz.
Leginkabb a B- és aktivalt T-sejtekben, valamint makrofagokban expresszalédnak.

Az MHC-Il. molekuldkat kédold génlokuszokat HLA-DR, DQ és DP nevekkel jel6lik,
és mindegyik I6kusz szamos alléllal rendelkezhet. A HLA-gének szoros kapcsoltsagban allnak
egymassal, igy egy egységként (haplotipusként) 6roklédnek.

Patogenetikai szempontbdl a betegséggel asszocidlt MHC-molekulatipusok a
DRB-lanc harmadik hipervaridbilis régidjaban egy meghatarozott és erételjesen konzervalt,
o6t aminosavbol allé szekvencidt hordoznak, melyet megosztott (shared) epitopnak
neveziink. Ezen szekvencidkat bizonyos, az RA kialakuldsaban feltehetGleg szerepet jatszo
mikroorganizmusok is hordozzdk, és az antigén-prezentacid soran kiemelt affinitdssal
prezentalddnak.

Ujabb kutatdsok kideritették azonban, hogy a Gregersen-féle shared epitép
hipotézis a valdsagban nem 4llja meg maradéktalanul a helyét, minthogy a kaukazusi
népesség 45%-a hordozza a shared epitdpot anélkil, hogy RA-ban szenvedne.



1.2.3.2.2. Egyéb hajlamosito gének

A rheumatoid arthritis heterogén klinikai képe arra engedett kdvetkeztetni, hogy a
korkép etioldgidjaban a HLA mellett még szamos mas gén és azok polimorfizmusai is
szerepet jatszanak. Az azonositott genetikai dagensek kozt els6sorban az RA
patogenezisében kiemelt jelentGséggel bird citokinek, kemokinek és ezek receptorait
kddold gének mutacidit, polimorfizmusait taldljuk. Ezen polimorfizmusok kozil — a teljesség
igénye nélkiil - néhany az interleukin-1 (IL-1), IL-1 promoter, tumor-nekrozis-faktor-o (TNF
o) promoter, az interferon-y (IFNy), IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, a CCR5 kemokin-receptor, a
p53 tumor-szupresszor, az NFKBIL1 (Nuclear factor kappa-B inhibitor-like 1 gén), és a STAT4
(signal transducer and activator of transcription 4 gén) génekben lokalizalédik, és napjainkig
ezen variansok prediszpozald szerepe a leginkabb alatdmasztott.

2. VIZSGALATI CELKITUZESEK

2.1. Genetikai variansok

Munkank soran olyan gének és azok polimorfizmusainak el6fordulasi gyakorisagat
és esetleges hajlamositd jellegének vizsgalatat tlztik ki célul, melyek esetében magyar
populdciéra vonatkozé adatok kordbban nem voltak fellelhetéek a nemzetkozi
irodalomban. Igyekeztiink olyan géneket valasztani, melyeknek az RA kialakulasaban illetve
lefolydsaban betoltott szerepe valamely okbdl nem volt egyértelm(: az irodalmi adatok
alapjan populaciofiiggé hatassal birt, vagy csupan az RA betegpopulacié valamely
meghatdrozott alcsoportjaban bizonyult relevansnak.

2.1.1. PADI4 gén varidnsai altal kodolt haplotipusok

A peptidil-arginin-deiminaz (PADI) enzimeket kddold gének az 1p36 kromoszéma-
régidban lokalizalédnak. Az altaluk kédolt enzimek a fehérjék poszt-transzlacids
citrullindlasat katalizaljak. A négyféle enzim kozil a PADI4 bizonyult az RA szempontjabdl
fontosnak. A PADI enzimek altal deiminalt proteinek kimutathatdék a neurodegenerativ
|ézidkban, ahol fokozott mértékd apoptdzis zajlik, valamint leukocitakban is megfigyelték a
jelenlétiket in vitro apoptozis-indukalast kdvetéen.

A citrullindlt fehérjék ellen a szérumba anti-CCP és mas RA-specifikus
autoantitestek valasztddnak ki. Az anti-CCP — az RF mellett - a rheumds betegek egyik
legspecifikusabb és legszenzitivebb markere, igy feltételezhet6, hogy a citrullindlas
folyamata az RA patomechanizmusanak egyik fontos mozzanata. Kénnyen belathatjuk, hogy
a citrullindlast végz6 enzimeket kddold génekben torténd valtozasok kdzvetve (az enzimek
aminosav-szekvencidjat és ezdltal immunoldgiai funkcidjat érintve) szerepet jatszhatnak a
korkép kialakuldsaban. Azsiai populdciékon végzett tanulméanyok arra a kévetkeztetésre
jutottak, hogy valdban léteznek olyan természetesen el6fordulé PADI4-gén (MIM 605347)
variansok, melyek novelik az RA kialakuldsdnak esélyét. Ezzel szemben eurdpai (brit, francia,
spanyol) népcsoportokban ezidaig nem sikerlt bizonyitani az dzsiaiakban vizsgalt varidnsok
hajlamosité voltat. MindGssze egyetlen német publikacioé szamol be arrdl, hogy a PADI4 gén
egy funkciondlis haplotipusa 6sszefligghet a betegséggel.

Célunk az, hogy 1) meghatarozzuk a magyar RA-betegpopulacidban el6forduld
PADI4-haplotipusokat és azok gyakorisagat, 2) teszteljik, hogy valamely haplotipus
hordozésa jelent-e megnovekedett hajlamot az RA kialakuldsara, és 3) megvizsgaljuk, hogy
van-e kilonbség az egyes, szeroldgiai tulajdonsagaik alapjan meghatarozott RA-
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alcsoportokban a haplotipusok el6forduldsa és gyakorisaga kozott. Utdbbi kérdéslinkre a
valasz arra is magyarazatot adhat, van-e 6sszefliggés valamely haplocsoport hordozéasa és
az anti-CCP illetve RF antitestek jelenléte kozo6tt.

2.1.2. PTPN22 gén, 1858C/T varians

A protein tirozin foszfatdz gén (PTPN22; MIM 600716) egy lymphocitdkban
expresszalddd gén, mely az intracelluldris protein-tirozin-foszfataz 22-es nem-receptor
tipusanak kédoldsaért felelSs. Az altala meghatdrozott fehérje lymphoid-specifikus foszfataz
(Lyp) néven is ismert. A PTPN22 gén 1858C/T variansat tekintve bizonyitast nyert, hogy
szamos autoimmun betegség, koztlk az 1. tipusu diabetes mellitus, a szisztémds lupus
erythematosus, egyes thyroidititisek és a rheumatoid arthritis kifejl6désének rizikdjat is
noveli. A 1858C/T szubsztitlcid a fehérjetermék 620. kodonjaban egy arginin B triptofan
cserét eredményez (R620W). Ez a valtozas a PTPN22 fehérje SH3 kot6helyének
src protein-tirozin-kindzhoz (Csk). Fiziologiasan ez a két molekula egymashoz kotédve
inaktivalja a lymphocita-specifikus protein-tirozin-kinazt, amely a korai T-sejt-aktivald
variansa a maodosult T-sejt-aktivacion keresztlil szerepet jatszhat olyan gyulladasos
betegségek patoldgias immunvalaszanak létrejottében, mint amilyen példaul az RA is.

A nemzetkozi irodalomban ellentmondé eredmények jelentek meg arra
vonatkozolag, hogy a beteg anti-CCP illetve RF-szeropozitivitdsa mennyiben befolyasolja a
1858C/T varians és a rheumatoid arthritis kozotti, maskilonben szinte kétségkivil fennalld
korrelaciét. Célkitlizéslink tehat — azon tul, hogy magyar betegpopuldcién el&szor vizsgaljuk
ezen PTPN22-varians el6fordulasat és gyakorisagat - az volt, hogy valaszt kapjunk a
kérdésre, miszerint a 1858C/T allél hordozasa a beteg szeroldgiai sajatsagaitdl fliggetlenil
jelent-e fokozott hajlamot RA-ra, vagy szerepe csupan az anti-CCP- illetve RF-szeropozitiv
szubpopulacidban szamottevé.

2.1.3. CTLA4 gén, +49A/G és CT60 variansok

A citotoxikus T lymphocita-asszocialt antigén (CTLA4) egy, a CD4+, CD8+ T-
sejtekben, valamint a B-sejtekben expresszalddé sejtfelszini molekula. Expresszidja illetve
denzitasa a sejt felszinén az adott T-sejt aktivaltsagi allapotatdél figg. A CD28 molekuldval
ellentétben, amely az antigén-prezentdlé sejteken |évé B7-1 vagy B7-2 receptorokhoz
kotddve aktivald szignalt kild a T-sejtek felé, a CTLA4 inhibitoros faktorként van jelen a T-
sejt aktivald rendszerekben.

A CTLA4 gén (MIM 123890) polimorfizmusainak szerepét szamos T-sejt altal medialt
autoimmun kdrkép patomechanizmusaban sikerilt igazolni. llyen betegségek példaul az 1.
tipusu diabetes mellitus, a szisztémds lupus erythematosus, a Hashimoto thyroiditis, az
Addison-kdr, a Grave-kor, a sclerosis multiplex és a colidkia.

A két leggyakrabban vizsgalt CTLA4-polimorfizmus, a Nistico altal azonositott, és a
gén 1. exonjaban lokalizalédé +49A/G (T17A) tranzicié G allélja, valamint az Ueda és
munkatarsai altal leirt masik, 3-UTR régidban lokalizalodd polimorfizmus, a CT60 (6230A/G)
G variansa egyes munkak szerint fokozza a rheumatoid arthritis kialakuldsara valé hajlamot
is, habar a nemzetkozi allaspont e tekintetben nem tekinthet6 egységesnek. Mig jo néhany
kutatds alatamasztja a két egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide
polymorphism, SNP) RA-ban jatszott szerepét, addig masok nem talaltak Osszefliggést a
betegség és a genetikai variansok hordozasa kozott.
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Célunk az, hogy megvizsgaljuk a két polimorfizmus el6fordulasat és gyakorisagat a
magyar betegpopulacidban, kiilonos tekintettel a két SNP 4altal meghatarozott
haplotipusokra.

2.1.4.IL-23R gén rs10889677C/A, rs2201841T/C és rs1884444G/T variansai

Az interleukin-23 citokin (IL23) és receptora (IL23R), valamint az azt kédold gén csak
nemrégiben kerilt a kutatasok fokuszaba. Az I1L23 fontos szerepet jatszik a velesziletett és
T-sejt altal medidlt gyulladdsos folyamatok létrejottében. Duerr és munkatarsai az IL-23
receptor génjének (GenBank NM_144701, GenelD 149233) 12 polimorfizmusat vizsgaltak,
és szoros Osszefliggést taldltak egyes allélok hordozasa és a gyulladasos bélbetegségek
(inflammatory bowel diseases = IBD) kozott. Mig egyes varidnsok fokozott hajlamot
jelentenek IBD-re (rs10889677, rs2201841, rs1004819, rs11209032, rs1495965), addig
masok véd6 szereppel birnak (rs11209026, rs10489629, rs11465804, rs7517847,
rs1343151), mig megint masok k6zombdsnek bizonyultak (rs7530511, rs1884444).

Genetikailag deficiens allatokon végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy az IL-23R
génnek nemcsak a gyulladasos bélbetegségekben, hanem a kollagén-indukalta arthritisben
is fontos szerepe lehet. Ezek a megfigyelések sarkalltak minket arra, hogy az IL-23R gén
harom kivalasztott varidnsanak eléforduldasat human RA-populacidban megvizsgéljuk. A
Duerr altal leirt polimorfizmusok koziil két, Crohn-betegségre hajlamosito varianst: a 3-UTR
régidban lokalizdlédd rs10889677 allélt és a 7. intronban taldlhaté rs2201841 varianst,
valamint a k6z6mbos rs1884444 SNP-t véalasztottuk, mely utébbi His3GIn cserével jar.

3. BETEGEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. A vizsgalt beteganyag

A munkankhoz felhaszndlt DNS-mintdk mindegyike a Nemzeti Biobank Haldzatbdl
(www.biobank.hu) szarmazik, melynek |étrehozasaban és fenntartdsaban intézetink is
fontos szerepet vallalt. A biobankban ezidaig 452 rheumatoid arthritis-es beteg vérmintdjat
gy(jtottik Ossze, de reményeink szerint ez a szam folyamatosan néni fog. A mintaknak
csaknem fele (n=236) a Pécsi Tudomanyegyetem sajat gy(jtése, mig a tobbi mintat (n=216)
a Debreceni Tudomanyegyetem bocsdjtotta rendelkezésiinkre. A betegek mindegyike az
atlag magyar populacid tagja, igy a betegcsoport a magyarorszagi kisebbségeket azok
természetes elGforduldsi gyakorisagaval reprezentdlja. Csak olyan paciensek mintait
hasznaltuk fel kutatasaink soran, akik megfelelnek az American College of Rheumatology
altal feldllitott és vilagszerte elfogadott diagnosztikai kritériumoknak.

A kontroll-csoportba 297 klinikailag egészséges személyt valasztottunk, akik
mindegyike dnkéntes véraddk, valamint intézeteink hallgatoi és dolgozdi kozil kerdilt ki. A
kontrollok kor és nem szerinti megoszlasat az RA-betegcsoport hasonld sajatsagaihoz
igazitottuk; a kisebbségi el6fordulas a normalis eloszlas szerinti volt.

3.2. Szerolodgiai jellemzés

Betegeink és kontrolljaink mindegyikének nem-hemolizalt vérszérumabdl
elvégeztik az RF kimutatasara szolgdlé Factor Screen ORG522S tesztet (ORGENTEC
Diagnostika GmbH; Mainz, Németorszag). Az anti-CCP autoantitestek detektdlasara az Euro-
Diagnostica (Malmo, Svédorszag) altal gyartott enzim-immunoassay-t alkalmaztuk.
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Kontroll-csoportunkba csak olyan mintdk keriltek, melyek mind az RF, mind pedig
az anti-CCP jelenlétére negativnak bizonyultak.

3.3. Genotipus elemzés

A DNS-izoldldst EDTA-val alvadasgdtolt vérmintakbdl végeztiik kisdzdsos
modszerrel. A DNS-analizis kiindulépontja a polimeraz lancreakcié (PCR) mddszerével
végzett amplifikacid, mely standard mddon az adott szekvencidra specifikus, szintetikus
oligonukleotid primerek, Tag-polimerdz, dNTP, puffer és genomidlis DNS-templat
jelenlétében zajlott. A PCR termék analizalasa agardz gélelektroforézissel, etidium bromidos
festéssel, majd azt kovet6 detektdldsa UV-megvilagitdssal tortént. A vizsgdlataink
fokuszaban lévé gének (PADI4, PTPN22, CTLA4, IL-23R) kilénboz6
mutacidinak/polimorfizmusainak  meghatarozasara  restrikcios  fragment-hosszusag
polimorfizmus (RFLP) eljarasokat alkalmaztunk.

A biobankban valé taroldsra és a DNS-analizisekre etikai bizottsagi engedély
birtokaban kerlt sor. A vizsgalatok a Pécsi Orvostudomanyi és Egészségtudomanyi Kézpont
Regionalis Kutatds-etikai Bizottsaga altal 2000. julius 10-én és 2003. februar 4-én, valamint
az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyi és Kutatds-etikai Bizottsaganak 2004.
marcius 9-én kiadott engedélyei alapjan torténtek. Munkank soran betartottuk a
nemzetkozileg elfogadott, 1975-0s Helsinki Deklaracié ajanlasait is.

3.3.1. PADI4 gén variansai altal kédolt haplotipusok

Munkank sordn minden betegben hat olyan PADI4-polimorfizmust
genotipizaltunk, melyek haplotipust alkotva 6roklédnek. A hat varians a kovetkezd: 4
exonikus PADI4 SNP: padi4_89 (163G/A, GenBank rs11203366), és padi4_90 (245T/C,
GenBank rs11203367) a 2. exonban, padi4_92 (335C/G, GenBank rs874881) a 3. exonban és
padi4_104 (349C/T, GenBank rs1748033) a 4. exonban; valamint 2 intronikus SNP: padi4_94
(17535226C/T az 1. kromoszéman, GenBank rs2240340) és padi4_102 (17546809C/T az 1.
kromoszéman, GenBank rs2240337). A természetesen elGforduld haplotipusokat a 2.
Tablazatban gydjtottik Ossze. A négy exonikus varians mindegyike aminosav-cserét
eredményez a fehérje-termékben, sorrendben ezek a mddosulasok a kévetkezék: Gly55Ser,
Val82Ala, Gly112Ala, és Leull7Leu cserék.

A célszekvencidk amplifikdlasdahoz a kovetkez6 specifikus primerpdarokat
alkalmaztuk: padi4_89*G/A esetében forward 5-CTC CTC ACT GCA TCC TCT GCT-3’ és
reverse 5’-CTT TCA TCG TCA GGG TCA CCT CTA-3’; padi4_90*T/C esetében forward 5’-CAA
AGT CCC ACG ATC TGC AAG-3’ és reverse 5'-AGG ACA CTA TGG CTG GAA GAA GC-3’;
padi4_92*G/C esetében forward 5-AGC TTT TTG CTT TCC CTC CAT T-3’ és reverse 5-GTC
TGA CTG GCT AGA AAC CAT GC-3’; padid_94*C/T esetében forward 5’-CTC ACC AAC CTC
TCC TGG TAC-3’ és reverse 5’-TCA CCA ATT GTG GGT TCA GA-3’; padi4_102*C/T esetében
forward 5’-CTG GCC CAG GCA CCA CCA G-3’ és reverse 5’-AGG GTT TCG GCA GCT GTG CC -
3’, valamint padi4_104*C/T esetében forward 5’-CAT CAC AGT TGT GGC CCC G-3’ és reverse
5’-GCG GGT GAT GTC TGC GCC C-3’. A mismatch bazisokat alahlzassal jel6ltiik. A PCR-
amplifikacidkat a PADI4 gén és a tovabbi munkdink soran (PTPN22, CTLA4, IL23R) is M)
Research PTC 200 thermal cycler készlléken végeztiik. A PADI4 varidansok vizsgalata soran a
kovetkez6 protokollt alkalmaztuk 35 PCR-cikluson keresztiil: el6denaturacié 952C-on 2
percig, denaturacié 949C-on 30 masodpercig, primer-kotédés 559C-on 30 mdsodpercig
(padi4_102 és padi4_104 esetén 60°C-on, padi4 94 esetén pedig 57°C-on), DNS-szintézis
72°C-on 30 masodpercig. A végsé szintézis 72°C-on, 5 percig zajlott.

8



Az amplikonokat allél-specifikus endonukledazokkal emésztettiik: padi4_89 esetén
Haelll, padi4_90 esetén Misl, padi4 92 esetén Hpall, padi4_94 esetén Kpnl, padi4_102
esetén Rsal, és padi4_104 esetén Pasl enzimmel inkubaltuk. Mint minden munkank soran,
ez esetben is minden amplikon tartalmazott egy obligdt enzim-hasité helyet annak
érdekében, hogy az emésztés 100%-os hatékonysagat ellenérizhessiik. A restrikcios
fragmentek elvalasztasdhoz agardz gélen elektroforézist alkalmaztunk. A fragmentek
vizualizalasa UV-megvilagitassal tortént.

3.3.2. PTPN22 gén, 1858C/T varians

A 1858C/T polimorfizmus (GenBank rs2476601) alléljainak meghatarozasahoz
PCR/RFLP mddszert hasznéltunk. A célszekvencia amplifikalasahoz a forward 5’-TTT TAG
ACA TCA AAT GTT GCT CAG-3’ és reverse 5-AAG AGA ATT TAT TTT GCT TTT TCC-3’
primerpart terveztiik és alkalmaztuk. A PCR-reakciot az alabbi kondicidok mellett végeztiik 35
PCR-cikluson keresztll: el6denaturacio 96°2C-on 3 percig, denaturacié 962C-on 30
masodpercig, primer-kotédés 552C-on 30 masodpercig, DNS-szintézis 72°C-on 30
masodpercig, a végsd szintézis 72°C-on, 10 percig tortént.

Az amplikonokat Rsal restrikciés endonukledzzal (vagy izoschizomerével, az Afal
enzimmel) emésztettiik. A C allél esetében 44, 223 és 421 bp hosszlUsagu fragmenteket, a T
allél esetében pedig 267 és 421 bp hosszusagu DNS-szakaszokat kiilonitettiink el agardz gél-
elektroforézis segitségével. Heterozigdta genotipusu (TC) betegek mintajaban mind a négy
kiilonb6z6 hosszusagu fragment jelen volt.

3.3.3. CTLA4 gén, A+49G és CT60 variansok

A CTLA4 gén +49A/G (GenBank rs231775) és CT60A/G (GenBank rs3087243)
polimorfizmusainak PCR médszerrel torténé ampilfikalasdhoz a +49G/A varianst tartalmazé
szekvencia esetében kovetkez6 primerpart hasznaltuk: 5’-CTT GAG GTT GTC TTT TCG AG-3’
(forward) és 5’-TAC TAA ATA CCT GGC GCT CT-3’ (reverse); mig a CT60 SNP-t magaban
foglalé szekvencia felerdsitését a 5’-ATC TGT GGT GGT CGT TTT CC-3’ (forward) és 5’-TGG
AAA CCA AAT GTG CTG AG-3’ (reverse) primerekkel végeztilk. A PCR-reakcié soran 35
cikluson keresztll a kovetkezé lépéseket alkalmaztuk: elédenaturacido 962C-on 3 percig,
denaturacié 962C-on 45 masodpercig, primer-kotédés 562C-on 45 masodpercig, DNS-
szintézis 72°C-on 45 mdsodpercig, a végsé szintézis 72°C-on, 10 percig tortént. Az RFLP
soran a PCR-termékeket BseX/ (+49A/G) illetve Maell (CT60) restrikcids endonukledzokkal
emésztettiik meg.

Az agardz gélelektroforézist kovetéen UV-megvilagitas alatt az aldbbi fragmenteket
detektaltuk: a +49A/G varians meghatarozasakor A allél esetén 39 bp és 541 bp, G allél
hordozéasakor 39 bp, 261 bp és 274 bp hosszu fragmenteket; CT60A/G vizsgalatakor A allél
jelenlétében 202 bp és 403 bp, G allél jelenlétében pedig 151, 202 és 252 bp hosszusagu
fragmenteket lattunk. Heterozigdétak esetében mindkét meghatdrozdsndl az Osszes
lehetséges méretl fragment jelen volt.

3.3.4.IL-23R gén rs10889677C/A, rs2201841T/C és rs1884444G/T variansok

A harom kivalasztott /L23R polimorfizmust (GenBank rs10889677, rs2201841,
valamint rs1884444) tartalmazé szekvenciak felerGsitéséhez az alabbi oligonukleotid-
parokat alkalmaztuk: az rs10889677 esetében 5’-ATC GTG AAT GAG GAG TTG CC-3’ mint
forward és 5’-TGT GCC TGT ATG TGT GAC CA-3’ mint reverse; az rs2201841 esetében 5’-
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GGC AAA AGG GAA TTG AGA GG-3’ mint forward és 5’-GGC CTA TGA TTATGC TTT TTC CTG-
3’ mint reverse; végll a rs1884444 varians esetén 5-CAG TCT TTT CCT GCT TCC AGA CAT
GAA TC-3’ mint forward 5’-AAT AAA ATC ATA CTC TTG CCA ATG GCC C-3’ mint reverse
primerek. A mismatch bazisokat alahuzassal jeloltik.

Az RFLP soran Mnll (rs10889677), HpyF3!l (rs2201841), illetve Pscl (rs1884444)
restrikcids endonukleazokkal emésztettiik a PCR-termékeket. Az rs10889677 amplikonjanak
emésztése C allél jelenlétében 61, 185 és 225 bp hosszlUsagu fragmenteket, mig A allél
jelenlétében 185 és 286 bp emésztési termékeket eredményezett. Az rs2201841
polimorfizmus T alléljat 163 és 257 bp hosszi DNS-szakaszok, mig C alléljat 25, 163 és 232
bp hosszu fragmentek reprezentaltak. Az rs1884444 SNP G allélja esetén 191 és 318 bp, T
allélja esetén 28, 191 és 290 bp hosszu fragmenteket detektdlhattunk. Heterozigétak
mintdjaban mindharom vizsgdlatnal jelen volt az adott polimorfizmus mindkét alléljara
jellemzé 6sszes fragment.

3.4. Statisztikai analizis

SPSS 11.5 programcsalad segitségével, x-tesztet és regresszids analizist
alkalmaztunk a betegség és a vizsgalt genetikai varians, valamint a szeroldgiai jellemzdék
kozott fennallo 6sszefliggések feltarasara.

Az IL23R gén polimorfizmusai kozo6tti kapcsoltsagi vizsgalatokhoz a Haploview 4.1
programot hasznéltuk. Az eredményeket az R? korrelacids koefficienssel és a D’
valdszinlségi valtozoval adtuk meg.

4. EREDMENYEK

4.1. PADI4 gén variansai altal kédolt haplotipusok

Munkank soran 214 RA-beteg (41 férfi és 173 né, atlag életkor 57,1 + 14,5 év) és
194 kontroll (108 férfi és 86 nd, atlag életkor 36,5 + 10,5 év) DNS-mintajat genotipizaltuk.
Mind a hat vizsgalt egypontos nukleotid polimorfizmus esetében az allél-frekvenciakat
Hardy-Weinberg equilibriumban talaltuk a beteg- és a kontroll-populadciéban egyarant.

Az egészséges kontrollokhoz viszonyitva a varidnsok egyike sem mutatott
szignifikdns halmozéddst a rheumas csoportban (az adatokat nem tilintettiik fel). A
padi4_102 varians esetében a T allél jelent6sen nagyobb el6fordulasi gyakorisagat
tapasztaltuk a kontroll-csoportban, a betegek kérében latottakhoz képest (15,2% vs. 24,4%;
X’=5,05; p=0,025; OR=0,54; 95%Cl: 0,32-0,93).

A vizsgdlt mintacsoportokban megtalalhaté haplotipusokat és eléfordulasi
gyakorisagukat a 2. Tablazatban foglaltuk 6ssze. A legnagyobb gyakorisagot az 1. haplotipus
(amelyet a padi4_89*A, padi4_90*C, padi_92*C, padi4_94*C, padi4_102*C és padi4_104*C
allélok egyiittes jelenléte jellemez), valamint a 2. haplotipus (padi4 _89*G, padi4_90*T,
padi4_92*G, padi4 _94*T, padi4_102*C és padi4_104*T) mutatta. A genotipizalas soran
taldltunk 1B haplotipust hordozé mintakat is (az elnevezések tekintetében Hoppe és mtsai.
munkajat kovettik), mely haplocsoportot a hat vizsgalt SNP harom kiilénb6z6 haplotipusra
jellemzd allélja hataroz meg: a padi4_89*A, padid_90*C és padi4_92*G allélok egylittes
el6forduldsa jellemzi. Az 1B haplotipus betegekben és kontrollokban tapasztalt gyakorisaga
azonban nem mutatott egymashoz képest kiilondsebb eltérést. Hasonldképpen, egyik
detektdlt haplotipus halmozddasat sem tapasztaltuk a beteg-csoportban a kontrollokhoz
képest.
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Nem taldltunk 6sszefliggést a haplotipusok megoszlasa és a betegség kozott az RF-
illetve anti-CCP antitestek jelenléte alapjan elkilonitett rheumatoid arthritis-es
szubpopulacidkban sem, akar az egészséges kontrollokhoz viszonyitottuk Gket, akar a
szeropozitiv és szeronegativ csoportokat hasonlitottuk egymashoz (3. Tablazat). A mindkét
szeroldgiai faktor (RF plusz anti-CCP) jelenlétére pozitiv betegek korében tapasztalt
haplotipus-profil sem mutatott eltérést az RF -és anti-CCP jelenlétére egyarant negativnak
bizonyult paciensekéhez képest.

4.2. PTPN22 gén, 1858C/T varians

Az 1858C/T varians genotipizalasa soran 399 RA-beteg (86 férfi és 313 nd, atlag
életkor 55,1 + 14,5 év), valamint 107 kontroll (44 férfi és 63 ng, atlag életkor 58,3 £ 15,3 év)
analizisét végeztik el. A genotipusok és a T allél RA—illetve kontroll-populdcidban tapasztalt
eloszlasat a 4. Tablazat szemlélteti. Az allélok gyakorisaga az Osszes analizalt csoportban
megfelelt a normal Hardy-Weinberg megoszlasnak.

A rheumads betegek korében a TC heterozigdta genotipus, valamint a T allél
hordozésa (TC és TT genotipusok egylttvéve) szignifikdns halmozédast mutatott. Ezt a
halmozédast nem csak a teljes RA-populdcidban, hanem az 0sszes szeropozitiv
alcsoportban is megfigyeltiik. Hasonldképpen, a kontroll-csoporthoz viszonyitva a TT
genotipus is emelkedett prevalenciaval volt jelen.

Binaris logisztikus regresszids analizis elvégzésével sikeriilt igazolnunk a betegség és
az 1858T allél hordozasa kozott fennalld korrelaciot (4. Tablazat). A statisztikai elemzés
ravilagitott, hogy a T allélok szdma és a rheumatoid arthritisre vald hajlam kdzt markans
gén-ddzis hatas all fenn: két T allél jelenléte (TT genotipus) tébb, mint dupldjara noveli a
korkép kialakulasanak esélyét az egyetlen T allél hordozdsahoz (TC genotipus) képest.

4.3. CTLA4 gén, +49A/G és CT60 variansok

A két CTLA4 polimorfizmus meghatarozasat 428 RA-beteg (102 férfi és 326
ng, atlag életkor 54,9 + 14,5 év) és 230 egészséges kontroll (98 férfi és 132 ng, atlag
életkor 57,4 [ 16,1 év) mintajan végeztiik el. Az allélok megoszlasa minden vizsgalt
csoportban megfelelt a Hardy-Weinberg equilibrium elméletnek.

Az 5. Tablazat a +49A/G és CT60 SNP-k genotipusainak és alléljainak
megoszlasat, valamint a +49*G- CT*60 haplotipus el6forduldsi gyakorisagat
szemlélteti az 6sszes altalunk vizsgalt betegcsoportban, illetve a kontrollok kérében.
Az RF- és/vagy anti-CCP szeropozitiv RA-alcsoportokban a CT60*GG genotipus és a
CT60*G allél szignifikdns halmozddasat tapasztaltuk, a +49A/G varians tekintetében
azonban egyik allél gyakorisdga sem mutatott kiilondsebb eltérést az egészséges
kontrolloknal megfigyeltekhez képest.

Munkank sordn megvizsgdltuk a lehetséges haplotipus kombinaciok
megoszlasi mintazatat is. A +49*A-CT60*A, +49*A-CT60*G, +49*G-CT60*A, és
+49*G-CT60*G haplotipusok koziil, csupan a +49*G-CT60*G kombinacid
ravilagitottak arra, hogy a tapasztalt szignifikdnsan megemelkedett haplotipus-
gyakorisdgot a szeropozitiv betegek tulsulya eredményezi; a szeronegativ
alcsoportban ugyanis nem talaltunk hasonld halmozddast (5. Tablazat).

A logisztikus analizisek alapjan megallapithatd, hogy a CT60*GG varidns
hordozdsa mar 6nmagaban emelkedett rizikét jelent a rheumatoid arthritis RF-
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és/vagy anti-CCP-szeropozitiv formajanak kialakulasara (6. Tablazat). Hasonloképpen,
az emlitett csoportokban a CT60*G és +49*G allélok egylttes hordozasa is mintegy
masfélszeresére noveli a betegség megjelenésének esélyét. A +49A/G varians
6nmagdban nem bizonyult hajlamosité tényezének.

4.4.IL-23R gén rs10889677C/A, rs2201841T/C és rs1884444G/T variansok

A harom kivalasztott /L23R varidns meghatdrozasa soran 412 rheumatoid
arthritisben szenvedd beteg (96 férfi és 316 ng, atlag életkor: 54,9 + 14,7 év) és 220 kontroll
(115 férfi és 105 nd, atlag életkor: 41,7 £ 13,1 év) genotipizaldsara kertlt sor. A genotipus-
és allél-megoszlasok minden tanulmdanyozott populacidban a Hardy-Weinberg equilibrium
szerint alakultak.

A teljes RA-betegcsoportban az rs10889677AA genotipus mintegy kétszer
gyakoribbnak bizonyult, mint a kontrollok korében (7. Tablazat). Az RF-, anti-CCP, illetve a
mindkét faktorra nézve szeropozitiv szubpopuldciokban a genotipus el6fordulasi
gyakorisdganak hasonlé emelkedését tapasztaltuk (7. Tablazat). Regresszios analizis
segitségével igazoltuk, hogy az AA genotipus hordozdsa 6nmagaban rizikéfaktort jelent RA-
ra (7. Tablazat).

Az rs2201841 egypontos nukleotid polimorfizmus CC genotipusa ennél is magasabb,
toébb mint kétszeres gyakorisdgot mutatott az RA-s csoportokban, mint a kontrollokban.
Ennél a polimorfizmusnal a beteg szeroldgiai sajatossagai nem befolydsoltak az
rs2201841CC varians hajlamosité szerepét: hordozasa a betegség szeropozitiv és
szeronegativ tipusara egyarant emelkedett (t6bb mint kétszeres) rizikdt jelentett.

Az rs10889677AA és az rs2201841CC genotipusok egyidejli hordozasa a
betegcsoportban a péaciensek 9,95%-ara volt jellemzd, mig a kontrollok csupdn 3,64%-aban
taldltuk meg egyszerre mindkét hajlamosité varianst (p=0,008; az adatokat kilon nem
tiintettik fel). A kapcsoltsagi analizis soran a két emlitett varidansra R’=68 és D’=83
értékeket kaptunk (1. Abra).

Ellentétben az rs10889677 és rs2201841 SNP-kkel, a harmadik vizsgalt
polimorfizmus, az rs1884444 genotipus- és allél-mintazata lényegében egyik vizsgalt
betegcsoportban sem tért el a kontroll-csoportban talalt mintazattél (7. Tablazat).

1. Tdblazat: A PADI4 varidnsok emésztése sordn keletkezd allél-specifikus fragmentek

hosszusdga bdazispdrban kifejezve

PADI4 SNP ALLEL 1 ALLEL 2
padi4_89 G 40 115 A 40 155
padi4_90 T 108 177 593 770 C 108 770
padi4_92 C 100 285 G 100 134 151
padi4_94 C 21 87 204 T 108 204
padi4_102 C 40 359 T 36 40 323
padi4_104 C 22 98 169 T 120 169
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2. Tabldzat A PADI4 gén haplotipusainak szerkezete és gyakorisdga az RA- és kontroll populdciokban

Haplotipus SNP azonositéja (padi4_x) Haplotipus gyakorisdga Regresszids analizis
RA Kontroll P 0
89 90 92 94 102 104 (n=334) (n=260) p OR (95%Cl)

1. haplotipus A C C C C C 170 (50,9) 125 (48,1) 0,47 0,495 1,12 (0,81-1,55)
2. haplotipus G T G T C T 92 (27,5) 60 (23,1) 1,53 0,216 1,27 (0,87-1,84)
3. haplotipus G T G T T T 20 (5,98) 16 (6,15) 0,01 0,933 0,97 (0,49-1,91)
4. haplotipus G T G T C C 28 (8,38) 24 (9,23) 0,13 0,717 0,90 (0,51-1,59)
Egyéb* NE NE NE NE NE NE 29 (8,68) 34 (13,1) NE NE NE

Az értékek az esetszamokat, valamint zaréjelben feltlintetve a relativ gyakorisagokat jelentik %-ban kifejezve.

NE: nem értelmezhetd
* Alacsony el6forduldsi gyakorisdga miatt az 1B haplotipust az “Egyéb” haplotipusok kézé soroltuk



3. Tabldzat: A PADI4 SNP-k dltal alkotott haplotipusok megoszldsa és eléforduldsi
gyakorisdga az RA-betegek RF- és anti-CCP szeropozitivitdsa alapjdn elkiilbnitett

alcsoportokban
HAPLOTIPUS RA-BETEGEK
RF anti-CCP RF és anti-CCP

Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ F;)ZZZI;?\I/_ l\rllzggix
(n=242) (n=92) (n=214) (n=120) (n=200) (n=78)
1. haplotipus 125 (51,7) 45 (48,9) | 108 (50,5) 62 (51,7) | 102 (51,00 39 (50,0)
2. haplotipus 68 (28,1) 24 (26,1) 63(29,4) 29 (24,2) 59 (29,5) 20 (25,6)
3. haplotipus 13 (5,37) 7 (7,61) 12 (5,61) 8 (6,67) 10 (5,00) 5 (6,41)
4. haplotipus 22 (9,09) 6 (6,52) 19 (8,88) 9 (7,50) 18 (9,00) 5 (6,41)
Egyéb 14 (5,79) 10 (10,9) 12 (5,61) 12 (10,0) 11 (5,50) 9 (11,5)

Az értékek az esetszamokat, valamint zardjelben feltlintetve a relativ gyakorisagokat jelentik %-ban

kifejezve.



4. Tablazat: A PTPN22 1858C/T varidns genotipusainak és alléljainak megoszldsa az RA-betegek és a kontrollok kérében (*p <0,05 vs. kontroll)

RA-BETEGEK KONTROLLOK
Osszesen RF-pozitiv anti-CCP-pozitiv RF + anti-CCP-pozitiv Osszesen
(n=399) (n=299) (n=286) (n=263) (n=107)
cC (%) 241 (60,4) 178 (59,5) 171 (59,8) 161 (61,2) 85 (79,4)
TC (%) 121 (30,3) 92 (30,8) 86 (30,1) 76 (28,9) 20 (18,7)
TC+TT (%) 158 (39,6)* 121 (40,5)* 115 (40,2)* 102 (38,8)* 22 (20,6)
T (%) 37 (9,27)* 29 (9,69)* 29 (10,1)* 26 (9,89)* 2 (1,87)
T (%) 195 (24,4)* 150 (25,1)* 144 (252)* 128 (24,3)* 24 (11,2)
OR (95% Cl) TC+TT vs. 2,48 2,57 2,55 2,39
kontrollok (1,48-4,18) (1,51-4,38) (1,49-4,36) (1.39-4.11)
p 0,001 0,001 0,001 0,002
OR (95% CI) TC \ws. 1,89 2,00 1,88 1,81
kontrollok (1,10-3,24) (1,15-3,49) (1,07-3,28) (1,03-3,19)
p 0,022 0,015 0,027 0,040
OR (95% Cl) TT ws. 5,04 4,71 5,49 4,94
kontrollok (1,18-21,5) (1,09-20,3) (1,27-23,7) (1,14-21,4)
p 0,029 0,038 0,022 0,033

Az értékek az esetszamokat, valamint zaréjelben feltlintetve a relativ gyakorisagokat jelentik %-ban kifejezve.



5. Tdbldazat: A CTLA4 CT60 és +49A/G SNP-k genotipusainak és alléljainak, valamint a +49*G-CT60_G haplotipus megoszidsa és
el6forduldsi gyakorisdga az RA-betegek RF- és anti-CCP szeropozitivitdsa alapjdan elkiilénitett alcsoportokban (*: p< 0,05 vs. kontroll)

RA-BETEGEK KONTROLLOK
RF anti-CCP RF és anti-CCP

Osszesen Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ Pozitiv-pozitiv Negativ-negativ Osszesen

(n=428) (n=324) (n=104) (n=310) (n=118) (n=286) (n=80) (n=230)
CT60
AA (%) 84 (19,6)* 62 (19,1)* 22 (21,2) 59 (19,0)* 25 (21,2) 54 (18,9)* 17 (21,3) 64 (24,0)
GA (%) 199 (46,5) 143 (44,1) 56 (53,8) 131 (42,3) 68 (57,6) 122 (42,7) 47 (58,8) 109 (48,8)
GA+GG (%) 344 (80,4) 262 (80,9) 82 (78,8) 251 (81,0) 93 (78,8) 232 (81,1) 63 (78,8) 166 (78,4)
GG (%) 145 (33,9)* 119 (36,7)* 26 (25,0) 120 (38,7)* 25 (21,2) 110 (38,5)* 16 (20,0) 57 (27,1)
G (%) 489 (57,1)* 381 (58,8)* 108 (51,9) 371 (59,8)* 118 (50,0) 342 (59,8)* 79 (49,4) 223 (48,5)
+49A/G
AA (%) 160 (37,4) 122 (37,7) 38 (36,5) 112 (36,1) 48 (40,7) 104 (36,4) 30 (37,5) 98 (42,6)
GA (%) 201 (47,0) 151 (46,6) 50 (48,1) 147 (47,4) 54 (45,8) 135 (47,2) 38 (47,5) 97 (42,2)
GA+GG (%) 268 (62,6) 202 (62,3) 66 (63,5) 198 (63,9) 70 (59,3) 182 (63,6) 50 (62,5) 132 (57,4)
GG (%) 67 (15,7) 51 (15,7) 16 (15,4) 51 (16,5) 16 (13,6) 47 (16,4) 12 (15,0) 35 (15,2)
G (%) 335 (39,1) 253 (39,0) 82 (39,4) 249 (40,2) 86 (36,4) 229 (40,0) 62 (38,8) 167 (36,3)
+49*G-CT60*G

182 (21,3)* 147 (22,7)* 35 (16,8) 147 (23,7)* 35 (14,8) 134 (23,4)* 22 (13,8) 62 (13,5)

Az értékek az esetszamokat, valamint zaréjelben feltlintetve a relativ gyakorisagokat jelentik %-ban kifejezve.



6. Tabldzat: A CT60*GG genotipus, a CT60_G allél és a +49*G-CT60*G haplotipus hajlamosito szerepének feltdrdsdra végzett regresszios analizisek
eredménye az RA-betegek RF- és anti-CCP szeropozitivitdsa alapjdn elkiilbnitett alcsoportokban, a kontrollokhoz viszonyitva.

RA-BETEGEK

anti-CCP

RF és anti-CCP

Osszesen

Pozitiv

Negativ

Pozitiv

Negativ

Pozitiv-pozitiv

Negativ-negativ

CT60*GG
OR (95% Cl)
p

CT60*G
OR (95% Cl)
p

+49*G — CT60*G
OR (95% Cl)
p

1,56 (1,09-2,23)
0,016

1,42 (1,13-1,78)
0,003

1,73 (1,27-2,37)
0,001

1,76 (1,21-2,56)
0,003

1,52 (1,20-1,93)
0,001

1,88 (1,36-2,61)
<0,001

1,01 (0,59-1,73)
0,966

1,15 (0,83-1,60)
0,410

1,30 (0,83-2,04)
0,256

1,92 (1,32-2,79)
0,001

1,58 (1,24-2,02)
<0,001

2,00 (1,44-2,76)
<0,001

0,82 (0,48-1,39)
0,455

1,06 (0,78-1,46)
0,145

1,12 (0,71-1,75)
0,626

1,90 (1,29-2,78)
0,001

1,58 (1,23-2,03)
<0,001

1,96 (1,41-2,73)
<0,001

0,76 (0,41-1,42)
0,386

1,04 (0,72-1,49)
0,845

1,02 (0,61-1,73)
0,931




7. Tablazat: A hdrom vizsgadlt IL23R-polimorfizmus genotipusainak és alléljainak megoszldsa
az RA-betegek és a kontrollok kérében (*p <0,05 vs. kontroll)

RA-BETEGEK KONTROLLOK
Osszesen RF-pozitiv Anti-CCP pozitiv RF- Zsoz;’l?\ll_ccp Osszesen
(n=412) (n=310) (n=293) (n=272) n=220

rs10889677

cc

AC

AC+AA

AA

OR (95% Cl) AA vs.
CC+AC

p

rs2201841

T

CcT

CT+TT

cC

OR (95% CI) CC vs.
TT+CT

p

rs1884444

GG

GT

GT+TT

T

OR (95% CI) TT vs.
GG+GT

p

183 (44,4%)
180 (43,7%)
229 (55,6%)
49 (11,9%)*
2,15
(1,14-4,06)
0,018

178 (43,2%)
180 (43,7%)
234 (56,8%)
54 (13,1%)*
2,40
(1,28-4,51)
0,006

118 (28,6%)
281 (68,2%)
294 (71,4%)
13 (3,16%)
2,36
(0,66-8,36)
0,185

135 (43,5%)
136 (43,9%)
175 (56,5%)
39 (12,6%)*
2,29
(1,19-4,40)
0,013

127 (41,0%)
140 (45,2%)
183 (59,0%)
43 (13,9%)*
2,56
(1,34-4,89)
0,004

78 (25,2%)
220 (71,0%)
232 (74,8%)
12 (3,87%)
2,91
(0,81-10,4)
0,101

129 (44,0%)
132 (45,1%)
164 (56,0%)
32 (10,9%)*
1,95
(0,99-3,82)
0,050

122 (41,6%)
133 (45,4%)
171 (58,4%)
38 (13,0%)*
2,37
(1,23-4,57)
0,010

74 (25,3%)
210 (71,7%)
219 (74,7%)

9 (3,07%)

2,29

(0,61-8,57)

0,218

118 (43,4%)
123 (45,2%)
154 (56,6%)
31 (11,4%)*
2,05
(1,04-4,02)
0,037

109 (40,1%)
126 (46,3%)
163 (59,9%)
37 (13,6%)*
2,51
(1,30-4,85)
0,006

65 (23,9%)
198 (72,8%)
207 (76,1%)

9 (3,31%)

2,48
(0,66-9,26)
0,178

96 (43,6%)
111 (50,5%)
124 (56,4%)
13 (5,91%)

101 (45,9%)
106 (48,2%)
119 (54,1%)
13 (5,91%)

55 (25,0%)
162 (73,6%)
165 (75,0%)

3 (1,36%)
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rs1884444
rs2201841
rs1088967
rs1884444
rs2201841
rs10885967

13 40

12 E!) 40 t,)

1. Abra: A hdrom vizsgdlt IL23R polimorfizmus kapcsoltsdgi analizise.
a) az R’ korreldcids koefficiens értékei; b) a D’ valdszintiségi vdltozo értékei.

5. EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

A rheumatoid arthritis egy igen gyakori, immunoinflammatoérikus korkép, mely
feltételezhetGen kornyezeti, mikrobidlis és genetikai faktorok szimultan jelenlétének
eredGjeként alakul ki. A betegség etioldgidjdban mintegy 60%-ra tehet6 a genetikai
prediszpozicio, melynek feléért a HLA-génkomplex meghatarozott variansai felelsek. A
korkép heterogén klinikai képe elGrevetitette, hogy szdmos mas gén részt vehet, és
bizonyitottan részt is vesz az 6roklott hajlam kialakitasaban. Célunk az volt, hogy olyan, a
magyar populacibban korabban nem vizsgalt géneket és polimorfizmusaikat
tanulmanyozzuk a rendelkezésiinkre all6 beteganyagon és egészséges kontrollokon,
amelyek RA-ban jatszott szerepe a nemzetkdzi irodalmi adatok alapjan még kérdéseket vet
fel.

A kivdlasztott polimorfizmusok genotipizaldasa soran PCR-reakciét koveté RFLP-
moddszert alkalmaztunk, majd az eredményeket chi-négyzet tesztek segitségével
hasonlitottuk 6ssze. A vizsgdlt varidns és a betegség kozt esetlegesen fennalld korreldcidt
regresszios analizisekkel teszteltiik.

A PADI4 gént mint rizikd faktort els6ként a japan Suzuki és munkacsoportja
azonositotta. Mas dzsiai tanulmanyok alatdmasztottdk a PADI4 gén varidnsainak
kockazatnovelS természetét, eurdpai populacidokban azonban nem sikeriilt bizonyitani a gén
és a betegség kozott fennalld asszociadciot; egyetlen német tanulmany utal csupan a
kapcsolatra. Ismert tény, hogy mas génekhez hasonléan az autoimmun betegségekre
hajlamosité genetikai variansok el6forduldsa is populaciéfiiggé gyakorisdgot mutat,
beleértve a PADI4 gént is. Miutan az 6smagyar alapité tdrzsek Azsiabdl érkeztek a Karpat-
medencébe, felvet6dott benniink a kérdés: vajon Grziink-e még valamit az azsiai genetikai
gyokerekbdl, azaz a PADI4 vajon hajlamositonak bizonyul-e a magyar populdciéban, vagy
mas eurdpai népekhez hasonldan nem mutathatd ki Osszefliggés a PADI4 gén
meghatdarozott variansai és az RA kozott.
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Vizsgalataink soran egyik azonositott és természetesen el6fordulé PADI4-genotipus
illetve haplotipus halmozddasat sem tapasztaltuk az RA-betegek korében a kontrollokhoz
képest; még abban az esetben sem, amikor kilén tanulmanyoztuk az anti-CCP illetve RF
faktorokkal rendelkez6 és nem rendelkez6 betegeket. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a vizsgalt magyar populacidéban a PADI4 6nmagaban nem jelent
fokozott rizikét RA-ra; e tekintetben tehat a magyarsag nem kilénbozik mas eurdpai
népcsoportoktol.

A PTPN22 gén 1858C/T variansanak T allélja a T-sejt aktivaciéo mddositasan keresztil
jatszik szerepet az autoimmun megbetegedésekben, igy a rheumatoid arthritisre is jellemzé
patholdgiasan felfokozott immunvalasz kialakitasaban. A polimorfizmus jelentésége az RA
patomechanizmusdban az irodalmi adatok alapjan egyértelm(inek tdnik, ellentmondast
jelent azonban, hogy egyes kisérletek az 1858T varidns hajlamositd természetének
univerzalitdsat tamasztjdk ald, mig masok azt hangsulyozzak, hogy csupan a betegség RF-
és/vagy anti-CCP-szeropozitiv tipusadban tekinthetd rizikdfaktornak a hordozasa.

Sajat beteganyagunkon az 1858TC és 1858TT genotipusok, valamint az 1858T allél
jelentésen gyakoribbnak bizonyultak, mint a kontroll-csoportban. A jelenség a teljes RA-
populaciéban megfigyelhet6, de a paciensek szeroldgiai sajatsagai alapjan torténd tovabbi
elemzések ravilagitottak arra, hogy a halmozddas statisztikailag is szignifikdns volta az RF
és/vagy anti-CCP-szeropozitiv betegek tulsulyanak készénhetd csupan.

A regresszids analizisek felfedték, hogy az 1858T allél RA-ra hajlamositd
természetében markdns gén-ddzis hatds érvényesil: egyetlen T allél hordozdsa (TC
heterozigdta genotipus) mintegy duplajara emeli a betegség kialakulasanak rizikojat, mig az
allél két példanya (TT homozigdta genotipus) mar 4,9-5,5-szeres hajlamot jelent. A
jelenségre a gén altal kédolt Lyp molekula m(ikodése szolgadl magyarazattal: feltehet6leg
csak az 1858C (Arg620) varians alkalmas arra, hogy komplexet alkosson a Csk-kinazzal, mig
az 1858T nem képes ra. Heterozigdtakban tehat a CC genotipustiakhoz viszonyitva csokken
a Lyp-Csk komplexek mennyisége, homozigétakban pedig egyaltalan nincs mod a komplex
kialakulasara. Végs6é soron a T sejt-aktivacio inhibicdja zavart szenved: minél kevesebb
mikod6képes Lyp-Csk komplex van jelen, a sejt annal hiperaktivabb lesz, és ez generdlja az
autoantigénekkel szembeni destruktivimmunvalaszt.

A CTLA4 gén bizonyos polimorfizmusai szamos autoimmun korkép kialakuldsanak
kockazatat novelik. Rheumatoid arthritis esetében a rendelkezésre all6 irodalmi adatok
alapjan azonban a CTLA4 hajlamosité szerepe nem tekinthet6 minden kétséget kizardan
igazoltnak. Munkank sordan a két leggyakrabban vizsgdlt CTLA4 egypontos nukleotid
polimorfizmus genotipizalasat végeztik el. Megvizsgaltuk eloszlasukat és esetleges
korrelaciéjukat a betegséggel minden szeroldgiailag jellemzett RA-alcsoportban és az
egészséges kontrollokban. Kilénos figyelmet szenteltink a +49A/G és CT60 allélok altal
alkotott haplotipusok el6fordulasi gyakorisaganak.

A kontroll-csoporthoz viszonyitva a CT60 polimorfizmus GG genotipusa, valamint a
CT60*G allél emelkedett prevalenciat mutatott a teljes RA-csoportban. A tovabbi elemzések
ravilagitottak, hogy a megndvekedett gyakorisdgot a szeropozitiv betegek tulsulya
eredményezi: mig a szeropozitiv alcsoportokban hasonlé genotipus- és allél-megoszlast
taldltunk, addig a szeronegativok korében latott genetikai profil statisztikailag nem
kiilonbozott a kontroll-csoportban tapasztaltaktol.

Az anti-CCP és/vagy RF-szeropozitiv alcsoportokban a CT60*G allél jelenléte
mintegy masfélszeresére emelte az RA genetikai kockazatdt a CT60*AA genotipusu
betegekhez képest. Ezen eredményiink 6sszhangban van a korabbi irodalmi adatokkal is.
Azoknal a betegeknél, akik a CT60*GG genotipust hordoztak, tehat a G allél két példanyaval
is rendelkeztek, a betegség relativ kockdzata a kétszeresére emelkedett az AA
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genotipusuakéhoz képest. Ezek az adatok egyfajta gén-dézis fliggést sejtetnek a G allél
hajlamositasban jatszott szerepében annak ellenére, hogy a két G allélt hordozdok RA-
kockazata szamszer(ien nem a dupldja az egyetlen G alléllal rendelkezéknél tapasztaltnak.

A +49A/G varians vizsgélata sordan nem taladltunk szamottevé kiillonbséget a betegek
és a kontrollok genotipus- illetve allél-megoszlasa kdzott. Tovabbi elemzéseink felfedték,
hogy amennyiben a +49*G és a CT60*G allélok egylittesen vannak jelen a betegben, akkor
az RA-ra vald hajlam mintegy kétszeresére nG az egyéb haplotipusokhoz képest. A jelenség
azonban csak az anti-CCP és/vagy RF-autoantitesteket hordozé szubpopulacidkra
korlatozodik.

Vizsgélataink alapjan tehat arra koévetkeztethetiink, hogy a +49A/G polimorfizmus
6nmagadban nem emeli az RA kockazatidt, de a CT60*G alléllal kombindlva — mely
egymagaban is bir hajlamosité szereppel - fokozza annak prediszponald hatasat.

Az |L23R gén és genetikai varidnsai a kozelmultban keriltek az RA-kutatas
fokuszdba. Néhdny polimorfizmusrél bebizonyosodott, hogy szerepet jatszanak a
gyulladdsos bélbetegségek genetikai kockazatanak kialakitdsdban. Miutdn az IL23R
jelent6ségét RA-ra vonatkozdlag még korabban nem vizsgaltak, célunk az volt, hogy két
Crohn-betegségre hajlamosité és egy Crohn-betegségben semlegesnek aposztrofalt
polimorfizmus genotipizalasaval teszteljuk az IL23R és az RA kozt esetlegesen fennalld
asszociaciot.

A magyar RA populdcidban az rs10889677AA és az rs2201841CC genotipusok
halmozddasat tapasztaltuk az egészséges kontrollokhoz képest. A regresszids analizisek
igazoltdk a két varidans hajlamositd természetét. Ellentétben a PTPN22 és CTLA4 gének
vizsgalt polimorfizmusaival, az IL23R gén ezen két variansanak RA-kockazatot fokozé jellege
a beteg anti-CCP és RF-szeroldgidjatol fuggetlennek bizonyult. Az rs10889677AA és
rs2201841CC genotipusok egyidejli hordozasa joval gyakrabban fordult el6 a beteg-
csoportban, mint a kontrollok korében, ami arra utal, hogy az /L23R gén tbbb
polimorfizmusa egylttesen —haplotipusként - alakitja ki a gén hajlamosité jellegét. Ezen
kolcsonhatds fennallasat a kapcsoltsagi analizis eredményei is alatamasztjak.

Ujabb kutatdsok igazoltak, hogy az IL23R gén az RA mellett szdmos mds autoimmun
korkép etioldgidjaban is jelentGséggel birhat. Ez a tény kiilondsen fontos lehet az
autoimmun betegségben szenved6k kezelésének szempontjabdl, minthogy az anti-p40
terdpia az IL-12 és IL-23 molekuldak funkcidjat is gatolja, ezaltal hozzajarul a patoldgidsan
fokozott immunvalasz redukaldsdhoz. A valddi személyre szabott kezelés megvaldsulasahoz
természetesen tovabbi vizsgalatok szikségesek, de az IL23/IL17 molekuléris tengely
jelent6ségének felfedezése mindenképpen Uj perspektivakat eredményez.

Az dltalunk végzett genetikai vizsgalatok eredményei végsé soron hozzdjarulnak a
rheumatoid arthritis genetikai hatterének pontosabb megismeréséhez és megértéséhez,
amely pedig elengedhetetlen a betegség korai diagndzisdhoz, valamint hozzdjarulhat Uj
terdpids célpontok azonositdsahoz. Természetesen sziikség van tovabbi genetikai varidnsok
azonositasara és koriltekinté genotipus-fenotipus elemzésekre is, hiszen az egyre béviilé
ismeretanyag csak igy vezethet el az effektiv prevencidhoz, illetve az RA-ban szenvedd
betegek hatékonyabb kezeléséhez.

6. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

l. Eredményeink arra utalnak, hogy magyar rheumatoid arthritis betegpopulacidban a
PADI4 gén vizsgalt polimorfizmusai (padi4_89, padi4_90, padi4_92, padi4_94,
padi4_102, padi4_104) és az altaluk alkotott haplotipusok egyike sem hajlamosit a
betegségre.
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A vizsgalt populaciéban a PTPN22 gén 1858C/T variansa, valamint a CTLA4 gén CT60
polimorfizmus G alléljanak hordozéasa RF- és/vagy anti-CCP szeropozitiv rheumatoid
arthritis-tipus esetén fokozza a korkép kialakuldsanak esélyét. Az 1858T allél
kifejezett, mig a CT60 varidans G allélja enyhe gén-ddzis hatassal érvényesil a
rheumatoid arthritis patomechanizmusaban.

Elemzéseink alapjan a CTLA4 gén +49A/G variansa 6nmagaban nem jarul hozza a

« sz

egylttesen azonban fokozza az utdbbi hajlamosité hatasat.

Az IL23R gén harom genotipizalt varidnsa (rs10889677, rs2201841, rs1884444)
kozll az rs10889677 és rs2201841 polimorfizmusok AA illetve CC genotipusanak
hordozasa a rheumatoid arthritis kialakuldsdra nézve kockazatot jelent; ez fliggetlen
a beteg RF- illetve anti-CCP-szeroldgiai statuszatol.

Az rs10889677AA és rs2201841CC genotipusok gyakori egylittes hordozasa és az
elvégzett kapcsoltsagi vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az IL23R gén
polimorfizmusai haplotipust alkotva, egyittesen formaljdk a gén rheumatoid
arthritisben jatszott szerepét.
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