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ROVIDITESEK JEGYZEKE

RA:
RF:
IgG:

anti-CCP:

HLA:
MHC:
IL-1:

TNF o
IFNy:

NFKBIL1:

STAT4:

PADI:
MIM:
PTPN22:
Lyp:
Csk:
CTLA4:
UTR:
SNP:
IL-23:
IL23R:
IBD:
EDTA:
PCR:
dNTP:
RFLP:

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid factor

Immunglobulin-G

Ciklikus citrullinalt peptid elleni atdit
Human leukocita antigén

F6 szovetkompatiblitasi komplex (major histocompditipicomplex)
Interleukin-1

Tumor-nekrézis-faktorr

Interferony

Nuklearis faktor kappa-B inhibitor-szel gén
Szignéltranszdukcidos és transzkripcidaktva 4 gén (signal
transducer and activator of transcription 4 gene)
Peptidil-arginin-deiminaz
Mendelian inheritance in man (Id.: www.natdm.nih.gov/omim/)
Protein tirozin foszfataz gén

Lymphoid-specifikus foszfataz

C-src protein-tirozin-kinaz

Citotoxikus T lymphocita-asszocialt antigén

Le nem forditddo régid (untranslated region)

Egypontos nukleotid polimorfizmus (singleleotide polymorphism)
Interleukin-23

Interleukin-23 receptor

Gyulladasos bélbetegsegek (inflammatory daliseases)
Etiléndiamin-tetraecetsav

Polimeraz lancreakci6 (polimerase chaintiea)
Didezoxi-nukleotid-trifoszfat

Restrikcids fragment-hosszusag polimorfizifrastriction fragment

length polymorphism)



1. BEVEZETES

1.1. Az autoimmun betegségekrdl daltalaban

Az autoimmunitas mint biologiai jelenség a® éhikddés egyik |ényegi és
elvalaszthatatlan részét képeziAnnak ellenére, hogy mind molekularis és
sejtszinten, mind pedig a fiziolégias szabalyozészeként folyamatosan zajlanak
autoimmun reakciok a szervezetben, az emberi pojgblan és az Aallatvilagban
egyarant éffordul szamos olyan sulyos - és esetleg az élsteteszélyeztét -
betegség, amely a hibas immunregulacio kovetkeateldekul ki, el§sorban az
autoreaktiv T-sejtek és autoantitestek rendellemg®idésének ergjeként.

Minthogy az autoimmunitas egy halozatsesr nmikddd, sokkomponeris
szabdalyozas eredményekeént jon létre, a rendszerebakomponensének (vagy az
azt kodolo génnek) a rendellenesikibdése vezethet az immunrendszer normalis
funkciojanak megvaltozasdhoz és egyben valamilyemoimmun korkép
kialakulasahoz

Az autoimmun betegségek mindegyikét jellemzi a tsajigének elleni
abnormalis immuntolerancia, valamint a genetikayézk bizonyitott kozrejatszasa
a korkép kialakulasaban

Az autoimmun betegségeket két csoportra oszthafskerint, hogy a
szervezet egy vagy tobb szerve illetve szervremdsgentett. A szervspecifikus
autoimmun betegségek kozé tartozik példaul a desbetellitus, a gyulladasos
bélbetegségek (colitis ulcerosa, Crohn-betegség)psariasis, az autoimmun
thyroiditisek és szamos mas korkép. A szisztémésrmmun megbetegedések koziil
a leggyakoribb éffordulast a szisztémas lupus erythematosus, atéaias sclerosis,

a Sjogren-szindréma és a rheumatoid arthritis (RA)atjak.



1.2. Rheumatoid arthritis

1.2.1. A rheumatoid arthritis klinikai képe

A rheumatoid arthritis a leggyakrabbartferduléd szisztémas autoimmun
betegség: az atlagpopulacié mintegy 1%-at érinighérorszagon 1. Az egész
vilagon ebfordul, Afrikdban azonban viszonylag ritkaA legnagyobb prevalenciat
az észak-amerikai bennszilétt térzsek (Pima, Chippekorében mutatfa
Megfigyelések szerint a betegség 2,5-szer tadtténnt, mint férfit>.

Elsdsorban a kisiziuleteket érintkronikus, gyulladasos, destruktiv korkeép,
stlyosabb formaban viszont extraarticularis mantéso6i is lehetnell. Kezelés
nélkil a beteg életvitele jeldien romolhat, mozgaskorlatozottsag, tartds
rokkantsag is bekovetkezhet Altalanossagban elmondhatd, hogy a tiinetek
szimmetrikusan érintik a két testféleA tiinetek koziil leggyakoribbak a fajdalom,
az izlleti merevség, a periférias izuletek duzzgnatlagy szovetek duzzanata,
regionalis csontritkulds, az izlleti rédiksizlése, és a rostos ankylosis, &m a klinikai
kép igen heterogén lefiét

A tinetek barmely életkorban jelentkezhetnek, lagggbban viszont a 40.
és 70. életév kozott manifesztalodhakA synovitistsl ereds izileti leépiilés a
betegek 70%-anal mar az &lsét évben bekdvetkezik, és radiografiai modszezkkk
mar kimutathatt MRI-vel a betegség elsnégy hénapjaban mar felfedezbiet

synovidlis hipertréfidk, csontddémak és mas komatie elvaltozasok

1.2.2. Szeroloégiai jellemzok

Az RA diagnosztikaja a klinikum, a képalkoté- émboratoriumi eljarasok
egylttes értékelésén alapszik. Habar szamos sgeiolészt elvégezhétkét olyan,
a vertdl konnyedén kimutathatd faktorrol érdemes emlitésiniink, amely nagy

specifitassal és erzékenységgel bir a rheumasdietsteben.



A rheumatoid factor (RF) olyan autoantitest, amely koézvetlenil a
normal emberi immunglobulin-G (IgG) Fc-régi6jahozotddik, de mas
immunglobulin-izotipusokhoz valé kapcsolodasat isrmsitottak (IgE, IgM, IgA,
IgG)"®. A gyakorlatban az IgM-RF mérését szoktak elvéfeZz RF a RA-betegek
75%-aban jelen van, a maradék 25%-ban ugyanakkaerakarellenére sem
detektalhatd, hogy a beteg mutatia a RA egyéb fesi tineteit °. Ezzel
ellentétben viszont kilonb6z fertozések és mas rheumatoldgiai betegségek
fennallasakor az RF @&brdulhat egészséges (azaz nem RA-s) egyénekBen is
Raadasul a megfigyelések szerint a nagy mennyik&gefogyasztas €s a dohanyzas
is ebsegiti a RF felhalmoz6dasit: A faktor RA-specifitisa tehat nem
szamotted’. Az esetek csupan 19,3%-aban mutathatdé ki még ecifiks
rheumatoid arthritis-es tlnetek megjelenésétt,eligy prognosztikus értéke is
csekély®. Az viszont tény, hogy az RF-szeropozitiv betelgéiefolyasa gyorsabb
és sulyosabb, tovabba gyakran extraarticularis fesatécio is megfigyelhét.
Osszegzésként elmondhatd, hogy az RF ELISA-tesxtiéd kimutatdsa $zd
tesztként nem alkalmazhatd, altalaban akkor biziorhasznosnak a vizsgalat
elvégzése, ha mas, RA-ra utalo tliineteket is taglgesizia paciensnél.

A rheumatoid faktor relative alacsony specifitiga aezetett, hogy mas,
specifikusabb és érzékenyebb RA-autoantitestekluttassanak.

Az anti-ciklikus citrullinalt peptid elleni antitest (anti-CCP) olyan
peptidek ellen termétlik, melyek enzimatikus atalakitas soran citrulif@rmaba
keriiltek (ez egy arginin-citrullin atalakulast jefg>*% Az anti-CCP antitestek
kozvetlenil a gyulladt régioban keletkeznek, RA-bancitrullindlt fehérjék a
synoviumban lokalizal6dndk*® Az anti-CCP az RF-nél kisebb érzékenységgel
(66,4%), &m joval nagyobb specifitdssal (97,1%)letkes szerolégiai faktdr Az
anti-CCP-teszt érzékenységét annak kdszonheti, logyrullinélt peptidek elleni
humorélis immunvéalasz dysregulati6janak mechanizm&A-specifikué®®. Az
autoantitest mar a korai RA-ban is 40-60% valdssggel kimutathatd, és az RF-
negativ betegek 34,5%-4aban is megtalalh#iégfa betegség korai szakasz&bdh
18 Jelenléte utalhat izileti destrukcidé és progigsskorlefolyas késbbi
kialakulasara

Az anti-CCP és RF egyuttesofdrdulasa 28,9-szeres valésiséggel
predesztinalja az RA kialakulasat az egészségdsC@r-re és RF-re egyarant

szeronegativ populacidhoz képgest



1.2.3. Arheumatoid arthritis etioldgiaja

Hasonl6an mas autoimmun koérképekhez, az RA ki\éihia@s is szadmos
egyidejileg érvényesidl tényes jatszik szerepét Egyrészt fontos a genetikai
hajlam, masrészt, feltételezBatalamilyen mikrobialis agens altal kivaltott infeé&
szerepe is, és részt vehetnek benne valédi autainmachanizmusok isMinthogy
az RA végs soron egy krénikus gyulladas kialakulasaval jahedegség inkabb
tekinthet dgynevezett ,immunoinflammatérikus” kérképnek, ninvalddi

autoimmun megbetegedéshek

1.2.3.1. Kornyezeti faktorok

A korkeép kialakitasaban esetlegesen szerepet j&tsnyezeti faktorokkal
kapcsolatban szamos tanulmany sziletett, am kéatetéseik egymasnak
ellentmondéak: mig a dohanyzas feltételeGdet ebsegiti az RA
manifesztal6das4t?’ addig az alkohol — Ugyinik — ezzel ellentétes hatassalbir
24 A kévéfogyasztas, az orélis fogamzasgatlok seedss obezitas és az @&tk
rokonok kozotti skizofrénia éfordulasa szintén névelik a hajlamot, hatasuk aaonb
fligg a beteg szeroldgiai sajatsagaitdl, példadrazCCP-statuszttl 2%° Egy dan
tanulméany szerint egyedul élretegek életkora a menarche idején mutat szignisika

Szamos kutato feltételez valamilyen bakterialisyaicglis infekciot az RA
hétterében: leginkabb a Mycobacteriumok, Streptogsak, Proteus, Chlamydia
fajok, parvovirus B19, rubeola-, és HIV-virusok liek a kutatas fokuszaba, de
kétséget kizardan egyikiik hajlamosité mivolta sgerinigazolast Feltételezhéen
csak meghatarozott genetikai haitegyéneknél érvényesilhet egyik vagy masik

infektiv Agens kéroki szerebe



1.2.3.2. Genetikai faktorok

Monozigota és dizigbta ikreken végzett kutatasol atalnak, hogy az RA
kialakuldsdban mintegy 60%-ra tehew genetikai faktorok szerefld: A
fennmarad6 40%-ért a fent targyalt kdrnyezeti tétiydelelssek’® "

A genetikai prediszpozicio koérulbelll felét teszi & human leukocita
antigén HLA) génkomplex meghatarozott variansainak jelenléiéy a hajlam
tovabbi kialakitasaban illetve novelésében egynhaBiggetlen gének és ezek
polimorfizmusainak egyike-méasika (esetleg sok Kkitiwd varians egyuttes

jelenléte) vesz részt

1.2.3.2.1. A HLA génkomplex

A rheumatoid arthritis €s mas autoimmun betegségeletikai hatterének
kutatasa soran ledalzor aHLA-génkomplex hajlamositd, és a betegség lefolyasat
dénten meghatarozé szerepére deriilt fany

A HLA-gének altal kédolt MHC (major histocompatibilityoroplex)-
molekulakat harom osztalyba sorolhafitik. A rheumatoid arthritis tekintetében a
Il. osztalyba tartoz6 molekuldkrél (MHC-II.) érdemszét ejteniink. Ezek olyan
immunoglobulin  szerkezét sejtfelszini glikoproteinek, melyek az antigén-
prezentaciéban jatszanak szerdpeKozremikodésik szilkséges a humordlis és
cellularis immunvélasz egyiittes kivaltasahioz eginkabb a B- és aktivalt T-
sejtekben, valamint makrofagokban expresszalédnak

Az MHC-II. molekulakat kédold génlokuszokatilA-DR, DQ és DP
nevekkel jel6lik, és mindegyik I6kusz szamos alléllendelkezhet. AHLA-gének
szoros kapcsoltsagban allnak egymassal, igy egységggnt (haplotipuskeént)
oroklsdnek®.

Patogenetikai szempontbdl a betegséggel assz#li-molekulatipusok
a DRB-lanc harmadik hipervariabilis régidjaban eggghatarozott és @eljesen
konzervalt, 6t aminosavbol allé szekvenciat horddézmmelyet megosztott (shared)
epitépnak neveziifk Ezen szekvencidkat bizonyos, az RA kialakulaséaban
feltehetleg szerepet jatszd6 mikroorganizmusok is hordozzék, az antigén-

prezentacio soran kiemelt affinitassal prezentéétin



Ujabb kutatasok kideritették azonban, hogy a Gesgeféle shared epitop
hipotézis a valésagban nem allja meg maradéktakahelyét, minthogy a kaukazusi
népesség 45%-a hordozza a shared epitépot anétigy, RA-ban szenvedrfe

1.2.3.2.2. Egyéb hajlamosité gének

A rheumatoid arthritis heterogén klinikai képe aergedett kdvetkeztetni,
polimorfizmusai is szerepet jatszanak. Az azontsigenetikai agensek kozt
elsssorban az RA patogenezisében kiemelt jésdggel biro citokinek, kemokinek
és ezek receptorait kodolo gének mutécioit, polfimmwusait taldljuk. Ezen
polimorfizmusok kozil — a teljesség igénye nélkiehany az interleukin-1L(-1),
IL-1 promoter tumor-nekrézis-faktoe- (TNF «) promoter az interferong (IFNy),
IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 a CCR5kemokin-receptor, @53 tumor-szupresszor,
az NFKBIL1 (Nuclear factor kappa-B inhibitor-like 1 gén), &sSTAT4 (signal
transducer and activator of transcription 4 gémeg®en lokalizalddik, és napjainkig

ezen variansok prediszpozalé szerepe a leginkédnahsztott 3233 39



2. Vizsgalati célkitiizések

2.1. Genetikai variansok

Munkank soran olyan gének és azok polimorfizmudairmdsfordulasi
gyakorisagat és esetleges hajlamosito jellegéredgaiatat itztik ki célul, melyek
esetében magyar populaciora vonatkozé adatok kardhbm voltak fellelhéek a
nemzetkozi irodalomban. Igyekeztiink olyan génelé@asztani, melyeknek az RA
kialakulasaban illetve lefolyasaban bet6ltott sperevalamely okbdl nem volt
egyertelnii: az irodalmi adatok alapjan populaciofédmatassal birt, vagy csupan az

RA betegpopulacié valamely meghatarozott alcsofloatp bizonyult relevansnak.

2.1.1. PADI4 gén variansai altal kédolt haplotipusok

A peptidil-arginin-deiminaz (PADI) enzimeket kodol@ének az 1p36
kromosz6éma-régidban lokalizalodraR". Az altaluk kédolt enzimek a fehérjék

poszt-transzlacids citrullinalasat katalizaffak>**

A négyféle enzim kozul a PADI4
bizonyult az RA szempontjabol fontosfaf. A PADI enzimek &ltal deiminalt
proteinek kimutathatok a neurodegenerativ léziokbahol fokozott mérték
apoptozis zajlik, valamint leukocitdkban is megélgk a jelenlétiikein vitro
apoptozis-indukalast koviri'?.

A citrullinalt fehérjék ellen a szérumba anti-CCP mas RA-specifikus
autoantitestek valasztddnakkt* Az anti-CCP — az RF mellett - a rheumés betegek
egyik legspecifikusabb és legszenzitivebb markéfe igy feltételezhék, hogy a
citrullinalds folyamata az RA patomechanizmuséanayike fontos mozzanata.
Kdnnyen belathatjuk, hogy a citrullinalast végmzimeket kodold génekben torééen
valtozasok kozvetve (az enzimek aminosav-szekvgnci#s ezaltal immunologiai
-44

funkcigjat érintve) szerepet jatszhatnak a koérkéjplakuldsaba Azsiai

populaciékon végzett tanulmanyok arra a kovetkéstet jutottak, hogy valéban
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léteznek olyan természetesersfetduld PADI4-gén (MIM 605347) variansok,
melyek novelik az RA kialakulasanak eséf§ét” *° Ezzel szemben eurépai (brit,
francia, spanyol) népcsoportokban ezidaig nem &ikdéizonyitani az 4zsiaiakban
vizsgalt variansok hajlamosité voftat>. Minddssze egyetlen német publikacié
szamol be arrdl, hogy RADI4 gén egy funkciondlis haplotipusa 6sszefligghet a
betegségget.

Célunk az, hogy 1) meghatarozzuk a magyar RA-beggacioban
eléforduléd PADI4-haplotipusokat €s azok gyakorisagat, 2) teszteholgy valamely
haplotipus hordozéasa jelent-e megntvekedett hajlatndRA kialakulasara, és 3)
megvizsgaljuk, hogy van-e kilénbség az egyes, Kxgeao tulajdonsagaik alapjan
meghatarozott RA-alcsoportokban a haplotipusoéfoedulasa és gyakorisdga
kozott. Utdbbi kérdéslinkre a valasz arra is magydod adhat, van-e dsszefliggés
valamely haplocsoport hordozasa és az anti-CCRvall&kF antitestek jelenléte

kdzott.

2.1.2. PTPN22 gén, 1858C/T varians

A protein tirozin foszfataz gelPTPN22 MIM 600716) egy lymphocitakban
expresszalodé gén, mely az intracellularis proteorin-foszfataz 22-es nem-
receptor tipusdnak kodolasaért fésel Az altala meghatarozott fehérje lymphoid-
specifikus foszfatdz (Lyp) néven is ismert. ATPN22 gén 1858C/T variansat
tekintve bizonyitast nyert, hogy szamos autoimmetedpség, koztik az 1. tipusu
diabetes mellitus, a szisztémas lupus erythematosgges thyroidititisek és a
rheumatoid arthritis kifefildésének rizikéjat is novefi®’. A 1858C/T szubsztiticié a
fehérjetermék 620. kodonjaban egy argint triptofan cserét eredmeényez
(R620WF* "L Ez a véltozds a PTPN22 fehérje SH3sketyének konformaciodjat
modositja, ezaltal megvaltoztatia a molekula 6lését az intracellularis c-src
protein-tirozin-kindzhoz (CsRy"%. Fiziolégidsan ez a két molekula egymashoz
kotédve inaktivalja a lymphocita-specifikus proteimtiin-kinazt, amely a korai T-
PTPN22gén 1858T variansa a modosult T-sejt-aktivacicies&lil szerepet jatszhat
olyan gyulladasos betegségek patoldogias immunwétadz létrejottében, mint

amilyen példaul az RA 8™
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A nemzetk6zi irodalomban ellentmondd eredményelengegk meg arra
vonatkozoOlag, hogy a beteg anti-CCP illetve RFzezitivitAsa mennyiben
befolyasolja a 1858C/T varians és a rheumatoiditisthk6zotti, maskilénben szinte
kétségkiviil fennalld korrelacidt °9%% 62 7276 Cglkitizésiink tehat — azon tdl, hogy
magyar betegpopulaciondéskoér vizsgaljuk eze®TPN22varians ebfordulasat és
gyakorisagat - az volt, hogy valaszt kapjunk a &érd, miszerint a 1858C/T allél
hordozasa a beteg szeroldgiai sajatsagaitdl flegdtljelent-e fokozott hajlamot
RA-ra, vagy szerepe csupan az anti-CCP- illetvesRfropozitiv szubpopulacidban

szamottey.

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

A citotoxikus T lymphocita-asszocialt antigén (CT4)Aegy, a CD4+, CD8+
T-sejtekben, valamint a B-sejtekben expresszaloddtfelszini  molekula.
Expresszioja illetve denzitasa a sejt felszinémadatt T-sejt aktivaltsagi allapotéatol
flgg. A CD28 molekulaval ellentétben, amely az gétiprezentald sejteken v
B7-1 vagy B7-2 receptorokhoz Kalve aktivald szignalt kild a T-sejtek felé, a
CTLA4 inhibitoros faktorként van jelen a T-sejt izt rendszerekbéh

A CTLA4 gén (MIM 123890) polimorfizmusainak szerepét szaniesejt
altal medialt autoimmun korkép patomechanizmusabikerilt igazolni. llyen
betegségek példaul az 1. tipust diabetes méfiitds a szisztéméas lupus
erythematosus, a Hashimoto thyroidti&, az Addison-két'® a Grave-két®* a
sclerosis multipleX®° és a coliaki¥

A két leggyakrabban vizsgalICTLA4polimorfizmus, a Nistico Aaltal
azonositott, és a gén 1. exonjaban lokalizal6dAMBYT17A) tranzicié G allélj&,
valamint az Ueda és munkatéarsai altal leirt ma3ikJTR régiéban lokalizalodo
polimorfizmus, a CT60 (6230A/G) G variafiegyes munkék szerint fokozza a
rheumatoid arthritis kialakulasara vald hajlamqthabar a nemzetkozi allaspont e
tekintetben nem tekintheegységesnék Mig j6 néhany kutatas alatdmasztja a két
egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleetblymorphism, SNP) RA-ban
jatszott szerep&t % 9% addig masok nem talaltak dsszefiiggést a betegsény
genetikai variansok hordozasa koot *°
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Célunk az, hogy megvizsgaljuk a két polimorfizmukf@dulasat és
gyakorisdgat a magyar betegpopulacidban, kilon&mtéstel a két SNP altal
meghatarozott haplotipusokra.

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

variansai

Az interleukin-23 citokin (IL23) és receptora (ILRB valamint az azt kédolo
gén csak nemrégiben keriilt a kutatasok fokusZaba 1L23 fontos szerepet jatszik
a veleszilletett és T-sejt altal medialt gyulladdebmmatok létrejottébefl Duerr és
munkatarsai az IL-23 receptor génjének (GenBank MM 701, GenelD 149233) 12
polimorfizmusat vizsgaltak, és szoros osszeflggdattak egyes allélok hordozasa
és a gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bdisebses = IBD) kozdtt Mig
egyes variansok fokozott hajlamot jelentenek IBD{re10889677, rs2201841,
rs1004819, rs11209032, rs1495965), addig méasoko védereppel birnak
(rs11209026, rs10489629, rs11465804, rs751784348461), mig megint masok
kozombosnek bizonyultak (rs7530511, rs1884444)

Genetikailag deficiens allatokon végzett vizsgdaoa utalnak, hogy ak-
23R génnek nemcsak a gyulladasos bélbetegségekbeamharkollagén-indukalta
arthritisben is fontos szerepe leliéf° Ezek a megfigyelések sarkalltak minket arra,
hogy az IL-23R gén harom kivalasztott variansanaléfetdulasat human RA-
populéciéban megvizsgaljuk. A Duerr altal leirtipgrfizmusok koziil” két, Crohn-
betegségre hajlamosito varianst: a 3'-UTR régidbkalizalodd rs10889677 allélt és
a 7. intronban taldlhat6 rs2201841 varidnst, valdmikozombos rs1884444 SNP-t

valasztottuk, mely utébbi His3GIn cserével jar.
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3. Betegek és vizsgalati mdadszerek

3.1. A vizsgalt beteganyag

A munkankhoz felhasznalt DNS-mintdk mindegyike amdeti Biobank
Halozatbdl (www.biobank.hu) szarmazik, melynekdBtzasaban és fenntartasaban
intézetlink is fontos szerepet vallalt. A biobankkaidaig 452 rheumatoid arthritis-
es beteg vérmintajat gjottik 6ssze, de reményeink szerint ez a szanafiohtosan
néni fog. A mintaknak csaknem fele (n=236) a Pécsddrmanyegyetem sajat
gyijtése, mig a tébbi mintat (n=216) a Debreceni Tudlopegyetem bocsajtotta
rendelkezéstinkre. A betegek mindegyike az atlagyaragopulacio tagja, igy a
betegcsoport a magyarorszagi kisebbségeket azokéseetes éfordulasi
gyakorisagaval reprezentalja. Csak olyan pacienseiktait hasznaltuk fel
kutatasaink soran, akik megfelelnek az Americanlegel of Rheumatology altal
felallitott és vilagszerte elfogadott diagnosztikaiériumoknak®.

A kontroll-csoportba 297 klinikailag egészségesvsagt valasztottunk, akik
mindegyike o©nkéntes véradok, valamint intézeteiatigatdi és dolgozoi kozil
kerdlt ki. A kontrollok kor és nem szerinti megasszht az RA-betegcsoport hasonlo

sajatsagaihoz igazitottuk; a kisebbségfatulas a normalis eloszlas szerinti volt.

3.2. Szeroldgiai jellemzés

Betegeink és kontrolljaink mindegyikének nem-hemti vérszérumabal
elvégeztik az RF kimutatdsara szolgdlo Factor 8cr&@RG522S tesztet
(ORGENTEC Diagnostika GmbH; Mainz, Németorszag). Aanti-CCP
autoantitestek detektalasara az Euro-Diagnosticn(, Svédorszag) altal gyartott
enzim-immunoassay-t alkalmaztd&'®

Kontroll-csoportunkba csak olyan mintak kertltelelyek mind az RF, mind

pedig az anti-CCP jelenlétére negativnak bizonkfitd%
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3.3. Genotipus elemzés

A DNS-izolalast EDTA-val alvadasgatolt vérmintdkb@geztik kisézasos
mobdszerrel. A DNS-analizis kiindulépontja a polider lancreakcié (PCR)
modszerével végzett amplifikacido, mely standard omdchiz adott szekvenciara
specifikus, szintetikus oligonukleotid primerek, gfaolimeraz, dNTP, puffer és
genomialis DNS-templat jelenlétében zajlott. A P@Rmeék analizdlasa agaroz
gélelektroforézissel, etidium bromidos festéssedjdrazt kovei detektalasa UV-
megvilagitassal tortént. A vizsgalataink fokuszalbard genek PADI4, PTPN22,
CTLA4, IL-23R kiul6énb6zd mutacioinak/polimorfizmusainak meghatarozasara
restrikciés fragment-hosszlsag polimorfizmus (RFeRarasokat alkalmaztunk®
105.

A biobankban valo tarolasra és a DNS-analizisetikaidbizottsagi engedély
birtokaban kerult sor. A vizsgalatok a Pécsi Orudsimanyi és Egészségtudomanyi
Kbdzpont Regionalis Kutatis-etikai Bizottsaga al&lo0. julius 10-én és 2003.
februar 4-én, valamint az Egészségligyi Tudomanyosads Tudomanyi és Kutatas-
etikai Bizottsdganak 2004. marcius 9-én kiadott eelédyei alapjan torténtek.
Munkank soran betartottuk a nemzetkdzileg elfogad®75-6s Helsinki Deklaracio

ajanlasait is.

3.3.1. PADI4 gén variansai altal kodolt haplotipusok

Munkank soran minden betegben hat oly&RADI4-polimorfizmust
genotipizaltunk, melyek haplotipust alkotva Ofikiek. A hat varians a kovetkez
4 exonikusPADI4 SNP: padi4 89 (163G/A, GenBank rs11203366), és4paa
(245T/C, GenBank rs11203367) a 2. exonban, padi4(35C/G, GenBank
rs874881) a 3. exonban és padi4_104 (349C/T, GdnBdArY48033) a 4. exonban;
valamint 2 intronikus SNP: padi4_ 94 (17535226C/Tlakromoszoman, GenBank
rs2240340) és padi4_102 (17546809C/T az 1. kronmd&mp GenBank
rs2240337%. A természetesendbrdulé haplotipusokat a 2. Tablazatbartjettiik

dssze. A négy exonikus varidns mindegyike aminasavet eredményez a fehérje-
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termékben, sorrendben ezek a mddosulasok a kovktk€xdy55Ser, Val82Ala,
Gly112Ala, és Leull7Leu csefék

A célszekvenciak amplifikaldsahoz a kovetkegpecifikus primerparokat
alkalmaztuk: padi4_89*G/A esetében forward 5-CTTCCCACT GCA TCC TCT
GCT-3 ésreverse 5-CTT TCA TCG TCA GGG TCA CCT &B’; padi4_90*T/C
esetében forward 5'-CAA AGT CCC ACG ATC TGC AAG-8s reverse 5-AGG
ACA CTA TGG CTG GAA GAA GC-3’; padi4_92*G/C esetébéorward 5-AGC
TTTTTG CTT TCC CTC CAT T-3' és reverse 5'-GTC TGN G GCT AGA AAC
CAT GC-3’; padi4_94*C/T esetében forward 5-CTC AGAC CTC TCC TGG
TAC-3' és reverse 5-TCA CCA ATT GTG GGT TCA GA-3padi4_102*C/T
esetében forward 5’-CTG GCC CAG GCA CCA CCA G-3régerse 5-AGG GTT
TCG GCA GCT GTG CC -3, valamint padi4_104*C/T edwm#n forward 5-CAT
CAC AGT TGT GGC CCC G-3' és reverse 5-GCG GGT GATC TGC GCCC-
3'1% A mismatch bazisokat alahtzassal jeloltik. A P@Rplifikaciokat aPADI4
gén és a tovabbi munkaink sor&TPN22, CTLA4, IL23R&P% 193 1955 MJ Research
PTC 200 thermal cycler készlléken végeztuleADI4 variansok vizsgalata soran a
kovetked protokollt alkalmaztuk 35 PCR-cikluson kereszgilidenaturacio 95°C-
on 2 percig, denaturacid 94°C-on 30 masodpercigneprkdbdés 55°C-on 30
masodpercig (padi4_102 és padi4_104 eseté@-60, padi4 94 esetén pedig’67
on), DNS-szintézis 72°C-on 30 masodpercig. A végantézis 72°C-on, 5 percig
zajlott*®

Az amplikonokat allél-specifikus endonukledzokkahésztettiik: padi4_89
esetérHaelll, padi4_90 esetéNlisl, padi4_92 esetéHpall, padi4_94 esetéKpnl,
padi4 102 esetéRRsal és padi4 104 esetdpasl enzimmel inkubaltul®*. Mint
minden munkank soran, ez esetben is minden ampliaaalmazott egy obligat
enzim-hasité helyet annak érdekében, hogy az eé®4£10%-0s hatékonysagat
ellersrizhessik’®**® Az emésztések soran, allél-specifikus modon ket
fragmentek hosszat az 1. Tablazat szemlélteti. Atrikeios fragmentek
elvalasztasahoz agardéz geélen elektroforézist akatiomk. A fragmentek

vizualizalasa UV-megvilagitassal tort&fit
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1. Tablazat: A PADI4 variansok emeésztése soran katgtdil-specifikus

fragmentek hosszusaga bazisparban kifejezve

PADI4 SNP ALLEL 1 ALLEL 2
padi4_89 G 40 115 A 40 155
padi4_90 T 108 177 593 770C 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

3.3.2. PTPN22 gén, 1858C/T varians

A 1858C/T  polimorfizmus  (GenBank  rs2476601)alléljainak
meghatarozdséhoz PCR/RFLP moédszert haszn&ftunkA célszekvencia
amplifikaldsdhoz a forward 5-TTT TAG ACA TCA AAT T GCT CAG-3' és
reverse 5-AAG AGA ATT TAT TTT GCT TTT TCC-3' prinmpéart terveztik és
alkalmaztuk®> A PCR-reakciét az alabbi kondiciok mellett végézB5 PCR-
cikluson keresztul: éHenaturacid 96°C-on 3 percig, denaturacio 96°C-6n 3
masodpercig, primer-kétés 55°C-on 30 masodpercig, DNS-szintézis 72°Cén 3
masodpercig, a végszintézis 72°C-on, 10 percig tortéit

Az amplikonokatRsalrestrikciés endonukleazzal (vagy izoschizomereael,
Afal enzimmel) emésztetttflé. A C allél esetében 44, 223 és 421 bp hosszlsagu
fragmenteket, a T allél esetében pedig 267 és $2iokszlisaglu DNS-szakaszokat
kulonitettliink el agar6z gél-elektroforézis segiésédy Heterozigéta genotipusu (TC)

betegek mintajaban mind a négy kiilonbbpsszisagu fragment jelen vt
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3.3.3. CTLA4 gén, A+49G és CT60 variansok

A CTLA4 gén +49A/G (GenBank rs231775) és CT60A/G (GenBank
rs3087243) polimorfizmusainak PCR mobdszerrel t@rtéampilfikdlasdhoz a
+49G/A varianst tartalmazo szekvencia esetébentkéxie primerpart hasznaltuk:
5-CTT GAG GTT GTC TTT TCG AG-3' (forward) és 5-T@ TAA ATA CCT
GGC GCT CT-3' (reverse); mig a CT60 SNP-t magabaglafé szekvencia
felersitését a 5'-ATC TGT GGT GGT CGT TTT CC-3' (forwameks 5'-TGG AAA
CCA AAT GTG CTG AG-3' (reverse) primerekkel végeztti 1% A PCR-reakcié
soran 35 cikluson keresztil a kdvetkdzpéseket alkalmaztuk:éelenaturacié 96°C-
on 3 percig, denaturacid 96°C-on 45 masodpercigneprkttbdés 56°C-on 45
masodpercig, DNS-szintézis 72°C-on 45 masodpeacigg$ szintézis 72°C-on, 10
percig torténf® % Az RFLP sordn a PCR-termékek@seX| (+49A/G) illetve
Maell (CT60) restrikciés endonukleazokkal emésztettiigfie:*®

Az agar0z gélelektroforézist kovein UV-megvilagitds alatt az alabbi
fragmenteket detektaltuk: a +49A/G varians meglatisakor A allél esetén 39 bp
eés 541 bp, G allél hordozasakor 39 bp, 261 bp &slr hosszu fragmenteket;
CT60A/G vizsgalatakor A allél jelenlétében 202 [sp4®3 bp, G allél jelenlétében
pedig 151, 202 és 252 bp hosszusagu fragmentakatkd Heterozigétak esetében
mindkét meghatarozasnal az dsszes lehetségedirfragrnent jelen volf* 1%

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

variansok

A harom kivalasztott IL23R polimorfizmust (GenBank rs10889677,
rs2201841, valamint rs1884444) tartalmazé szeke&ntlebsitéséhez az aldbbi
oligonukleotid-parokat alkalmaztuk: az rs108896&étében 5-ATC GTG AAT
GAG GAG TTG CC-3’ mint forward és 5-TGT GCC TGT &ITGT GAC CA-3’
mint reverse; az rs2201841 esetében 5-GGC AAA AGEA TTG AGA GG-3’
mint forward és 5-GGC CTA TGA TTATGC TTT TTCTS-3' mint reverse; végul
a rs1884444 varians esetén 5-CAG TCT TTT CCT GCICTAGA CAT GAA TC-

3’ mint forward 5-AAT AAA ATC ATA CTC TTG CCA ATGGCC C-3’ mint

reverse primeréR®. A mismatch bazisokat alahtzassal jeloltik.
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Az RFLP soranMnll (rs10889677),HpyF3l (rs2201841), illetvePscl
(rs1884444) restrikciés endonukledzokkal emés#tetiiPCR-termékeker. Az
rs10889677 amplikonjdnak emésztése C allél jelébédt 61, 185 és 225 bp
hosszusagu fragmenteket, mig A allél jelenlétéb& #s 286 bp emesztési
termékeket eredményeZ8tt Az rs2201841 polimorfizmus T alléljat 163 és 25Y
hosszi DNS-szakaszok, mig C alléljat 25, 163 és BB82hosszu fragmentek
reprezentaltd®. Az rs1884444 SNP G allélja esetén 191 és 319 aiélja esetén
28, 191 és 290 bp hosszl fragmenteket detektaitidituHeterozigotak mintajaban
mindharom vizsgalatnal jelen volt az adott polinmrfus mindkét alléljara jellendz

osszes fragmet.

3.4. Statisztikai analizis

SPSS 11.5 programcsalad segitségéyetesztet és regressziés analizist
alkalmaztunk a betegség és a vizsgalt genetikaangr valamint a szeroldgiai
jellemzsk kozott fennallé 6sszefiiggések feltaraS&ra>

Az IL23R gén polimorfizmusai kozotti kapcsoltsagi vizsgdkdioz a
Haploview 4.1 programot hasznaltik Az eredményeket az ?Rkorrelaciés

koefficienssel és a D’ valosZisegi valtozoval adtuk meg.
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4. Eredmények

4.1. PADI4 gén variansai dltal kédolt haplotipusok

Munkank soran 214 RA-beteg (41 férfi és 143 atlag életkor 57,1 + 14,5
év) eés 194 kontroll (108 ferfi és 8®,natlag életkor 36,5 + 10,5 év) DNS-mintajat
genotipizaltuk®. Mind a hat vizsgalt egypontos nukleotid polimpmius esetében
az allél-frekvencidkat Hardy-Weinberg equilibriumbaléltuk a beteg- és a kontroll-
populéciéban egyardft.

Az egészséges kontrollokhoz viszonyitva a variansggke sem mutatott
szignifikans halmozédast a rheumés csoportbandatkat nem tintettiik féff. A
padi4 102 varians esetében a T allél jéleah nagyobb éfordulasi gyakorisagat
tapasztaltuk a kontroll-csoportban, a betegek lemdhtottakhoz képest (15,2% vs.
24,4%:y°=5,05; p=0,025; OR=0,54; 95%ClI: 0,32-0,%3)

A vizsgalt mintacsoportokban megtalalhaté haplatghat és élfordulasi
gyakorisagukat a 2. Tablazatban foglaltuk 6¥8z@ legnagyobb gyakorisagot az 1.
haplotipus (amelyet a padi4 89*A, padi4 90*C, p8arC, padi4d 94*C,
padi4_102*C és padi4_104*C allélok egyittes jelenlgllemez), valamint a 2.
haplotipus (padi4_89*G, padi4 90*T, padi4 92*G, iga84*T, padi4_102*C és
padi4_104*T) mutatt?® A genotipizalas soran talaltunk 1B haplotipustdoad
mintékat is (az elnevezések tekintetében Hoppetsgainmunkajat kovettiik), mely
haplocsoportot a hat vizsgalt SNP harom kuléébbaplotipusra jelleniz allélja
hataroz meg: a padi4 89*A, padi4 90*C és padi4_92&Belok egylttes
eléfordulasa jellemZf. Az 1B haplotipus betegekben és kontrollokban szgadt
gyakorisdga azonban nem mutatott egymashoz képééindsebb eltéréet.
Hasonldképpen, egyik detektalt haplotipus halmogédaem tapasztaltuk a beteg-

csoportban a kontrollokhoz kép¥st
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2. Tablazat A PADI4 gén haplotipusainak szerkezetgyakorisdga az RA- és kontroll populaciokban

Haplotipus SNP azonositoja (padi4_x) Haplotipus gyakorisaga Regresszios analizis
RA Kontroll )
89 90 92 94 102 104 X p OR (95%Cl)
(n=334) (n=260)
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 zarojelbeiirfedtve a relativ gyakorisagokat jelentik %-bdiejkizve.

NE: nem értelmezhét

* Alacsony ebfordulasi gyakorisaga miatt az 1B haplotipust agy#b” haplotipusok kézé soroltuk



Nem talaltunk 6sszefliggést a haplotipusok megasdAasa betegség kozott

az RF- illetve anti-CCP antitestek jelenléte alapgikllonitett rheumatoid arthritis-

es szubpopulaciokban sem, akar az egészséges lkakitoa viszonyitottukéket,

akar a szeropozitiv és szeronegativ csoportokabnhssttuk egymashoz (3.

Tablazat)®™. A mindkét szerolégiai faktor (RF plusz anti-CGRlenlétére pozitiv

betegek kdrében tapasztalt haplotipus-profil seratoti eltérést az RF -és anti-CCP

jelenlétére egyarant negativnak bizonyult pacieéisek képest*

3. Tablazat: A PADI4 SNP-k altal alkotott haplotsolt megoszlasa ésifrdulasi
gyakorisdga az RA-betegek RF- és anti-CCP szerbptima alapjan elkilonitett

alcsoportokban
HAPLOTIPUS RA-BETEGEK

RF anti-CCP RF és anti-CCP

. ) . ) Pozitiv- Negativ-

Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ » .

pozitiv negativ

(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 (51,0) 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 (761)| 12(561) 8 (6,67) | 10 (5,000 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 (550) 9 (11,5

Az értékek az esetszamokat, valamint zarojelbearfdtve a relativ gyakorisagokat

jelentik %-ban kifejezve.



4.2. PTPNZ22 gén, 1858C/T varidns

Az 1858C/T varians genotipizalasa soran 399 RA¢¢B6 ferfi és 313 i
atlag életkor 55,1 + 14,5 év), valamint 107 kont(d# férfi és 63 A, atlag életkor
58,3 + 15,3 év) analizisét végeztiik°8l A genotipusok és a T allél RA- illetve
kontroll-populéciéban tapasztalt eloszlasat a &bldzat szemlélteli> Az allélok
gyakorisdga az 0sszes analizalt csoportban megfelelormal Hardy-Weinberg
megoszlasnak.

A rheumas betegek kérében a TC heterozigéta garmtimlamint a T allél
hordozésa (TC és TT genotipusok egyiittvéve) siiigmé halmozédast mutattit
Ezt a halmozodast nem csak a teljes RA-populacidiamem az 6sszes szeropozitiv
alcsoportban is megfigyelttf. Hasonl6képpen, a kontroll-csoporthoz viszonyéva
TT genotipus is emelkedett prevalenciaval voltjgfe

Binaris logisztikus regresszids analizis elvégzékséikerilt igazolnunk a
betegség és az 1858T allél hordozasa kozott fénkétrelaciot (4. Tablazaff. A
statisztikai elemzés ravilagitott, hogy a T allékddma és a rheumatoid arthritisre
valo hajlam kozt markans gén-dézis hatas all fekét T allél jelenléte (TT
genotipus) tébb, mint duplajara néveli a kérkéddialasanak esélyét az egyetlen T

allél hordozasahoz (TC genotipus) kéP8st
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4. Tablazat: A PTPN22 1858C/T varians genotipudagmalléljainak megoszlasa az RA-betegek és adkoktkdrében (*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)
TT (%) 37 (9,27)* 29 (9,69)* 29 (10,1)* 26 (9,89)* 2 (1,87)
T (%) 195 (24,4)* 150 (25,1)* 144 (25,2)* 128 (24,3)* 24 (11,2)
OR (95% CI) TC+TT 2,48 2,57 2,55 2,39
vs. 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 vs, 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% CI) TT vs| 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 zaréjelbearfedtve a relativ gyakorisagokat jelentik %-baiejkizve.



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

A két CTLA4 polimorfizmus meghatarozéasat 428 RA-beteg (102 fér
és 326 A, atlag életkor 54,9 + 14,5 év) és 230 egészséyasdtl (98 férfi és
132 1o, atlag életkor 57,4 16,1 év) mintajan végeztik'®l Az allélok
megoszldsa minden vizsgélt csoportban megfelelt @adydWeinberg
equilibrium elméletnelt®

Az 5. Téblazat a +49A/G és CT60 SNP-k genotipukaiga
alléljainak megoszlasat, valamint a +49*G- CT*6(lotipus ebfordulasi
gyakorisdgéat szemlélteti az 6sszes altalunk vizdgdegcsoportban, illetve a
kontrollok korébel’”®. Az RF- és/vagy anti-CCP szeropozitiv RA-
alcsoportokban a CT60*GG genotipus és a CT60*Gl aléggnifikans
halmozodaséat tapasztaltuk, a +49A/G varians telében azonban egyik
allél gyakorishga sem mutatott kilondsebb eltérést egészséges
kontrolloknal megfigyeltekhez képé%t

Munkank soran megvizsgaltuk a lehetséges haplotipusbinaciok
megoszlasi mintazatat'fd A +49*A—CT60*A, +49*A—CT60*G, +49*G—
CT60*A, és +49*G-CT60*G haplotipusok kozill, csumar49*G-CT60*G
Tovabbi elemzések ravilagitottak arra, hogy a ta@dts szignifikansan
megemelkedett haplotipus-gyakorisdgot a szeropoZigétegek tulsulya
eredményezi; a szeronegativ alcsoportban ugyanis ta¢altunk hasonlé
halmoz6dast? (5. Tablazat).

A logisztikus analizisek alapjan megallapithatogyhaa CT60*GG
varians hordozasa mar dnmagaban emelkedett rigétént a rheumatoid
arthritis RF- és/vagy anti-CCP-szeropozitiv formajé kialakulasard® (6.
Tablazat). Hasonloképpen, az emlitett csoportokha@T60*G és +49*G
allélok egyuttes hordozasa is mintegy masfélszezesdveli a betegség
megjelenésének esélyB A +49A/G varians d6nmagaban nem bizonyult

hajlamositd tényeinek®®



5. Tablazat: A CTLA4 CT60 és +49A/G SNP-k genatiipak és alléljainak, valamint a +49*G-CT60_G haijmis megoszlasa ésiirdulasi
gyakorisdga az RA-betegek RF- és anti-CCP szerbptiga alapjan elkilonitett alcsoportokban (*: @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)
+49AIG
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 zaréjelbearfedtve a relativ gyakorisagokat jelentik %-baiejkizve.



6. Tablazat: A CT60*GG genotipus, a CT60_G alléhé849*G-CT60*G haplotipus hajlamosit6é szerepéfatarasara végzett regresszios
analizisek eredménye az RA-betegek RF- és antisgz&®Bpozitivitdsa alapjan elkilonitett alcsoportakpa kontrollokhoz viszonyitva.

RA-BETEGEK

RF

anti-CCP

RF és anti-CCP

Osszesen

Pozitiv

Negativ

Pozitiv

Negativ

Pozitiv-pozitiv

Negativ-negativ

CT60*GG
OR (95% CI)
p

CT60*G
OR (95% CI)
p

+49*G — CT60*G
OR (95% CI)
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




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

A harom kivalasztotiL23R varians meghatarozasa soran 412 rheumatoid
arthritisben szenvédbeteg (96 férfi és 3166natlag életkor: 54,9 + 14,7 év) és 220
kontroll (115 ferfi és 105 &) atlag életkor: 41,7 + 13,1 év) genotipizalasaeaik
sor® A genotipus- és allél-megoszlasok minden tanuym#mit populaciéban a
Hardy-Weinberg equilibrium szerint alakult&k

A teljes RA-betegcsoportban az rs10889677AA genstimintegy kétszer
gyakoribbnak bizonyult, mint a kontrollok kéré3&h(7. Tablazat). Az RF-, anti-
CCP, illetve a mindkét faktorra nézve szeropozittubpopulaciékban a genotipus
eléfordulési gyakorisaganak hasonlé emelkedését tsgiade® (7. Tablazat).
Regresszios analizis segitségével igazoltuk, hagyAA genotipus hordozasa
onmagaban rizikofaktort jelent RAXA (7. Tablazat).

Az rs2201841 egypontos nukleotid polimorfizmus Céhgtipusa ennél is
magasabb, tobb mint kétszeres gyakorisagot mut@toRA-s csoportokban, mint a
kontrollokbari®. Ennél a polimorfizmusnal a beteg szeroldgiai teagégai nem
befolyasoltak az rs2201841CC varians hajlamosiedegt: hordozasa a betegség
szeropozitiv és szeronegativ tipusara egyarantkeohett (tobb mint kétszeres)
rizikét jelentett®.

Az rs10889677AA és az rs2201841CC genotipusok effyidordozasa a
betegcsoportban a paciensek 9,95%-ara volt jebemzig a kontrollok csupan
3,64%-4ban talaltuk meg egyszerre mindkét hajlamdosarianst (p=0,008; az
adatokat kilon nem tintettik ) A kapcsoltsagi analizis soran a két emlitett
variansra R=68 és D'=83 értékeket kaptunk (1. Abra).

Ellentétben az rs10889677 és rs2201841 SNP-kkeiaranadik vizsgalt
polimorfizmus, az rs1884444 genotipus- és alléltaznata Iényegében egyik vizsgalt
betegcsoportban sem tért el a kontroll-csoporthkiit mintazattd (7. Tablazat).
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7. Tablazat: A harom vizsgalt IL23R-polimorfizmengtipusainak és alléljainak

megoszlasa az RA-betegek és a kontrollok korélper(05 vs. kontroll)

RA-BETEGEK KONTROLLOK
g . . . RF- és anti-CCP i
Osszesen RF-pozitiv Anti-CCP pozitiv i Osszesen
ozitiv
(n=412) (n=310) (n=293) P n=220
(n=272)

rs10889677

CcC

AC

AC+AA

AA

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

p

rs2201841

TT

CT

CT+TT

CcC

OR (95% CI) CC vs
TT+CT

p

rs1884444
GG

GT
GT+TT

TT

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%)

29



rs1884444
rs2201841
rs1088967
rs1884444
rs22015841
rs1088567

13 40

12 40

a) b)

1. Abra: A harom vizsgalt IL23R polimorfizmus kapcsadfi analizise.

a) az R korrelaciés koefficiens értékei; b) a D’ valds@égi valtozé értékei.



5. Eredmények megbeszélése és kovetkeztetések

A rheumatoid arthritis egy igen gyakori, immunoamfimatorikus korkeép,
mely feltételezhéien kornyezeti, mikrobialis és genetikai faktorokinsztan
jelenlétének ergijeként alakul ki. A betegség etioldgidjaban minté@yo-ra tehet
a genetikai prediszpozicio, melynek feléért a HLléxkpomplex meghatarozott
variansai fel@lsek. A koérkép heterogén klinikai képesmvetitette, hogy szamos
mas gén részt vehet, és bizonyitottan részt is arsroklott hajlam kialakitasaban.
Célunk az volt, hogy olyan, a magyar populaciobarédkban nem vizsgalt géneket
és polimorfizmusaikat tanulmanyozzuk a rendelkezks all6 beteganyagon és
egészséges kontrollokon, amelyek RA-ban jatszatege a nemzetkdzi irodalmi
adatok alapjan még kérdéseket vet fel.

A kivalasztott polimorfizmusok genotipizalasa sorB€R-reakciot koveét
RFLP-modszert alkalmaztunk, majd az eredményekei-nédyzet tesztek
segitségével hasonlitottuk 6ssze. A vizsgalt variém a betegség kozt esetlegesen
fennalld korrelaciot regressziés analizisekkeltedtizc*% 1%

A PADI4 gént mint riziko faktort etsként a japan Suzuki és munkacsoportja
azonositottd ™% Mas azsiai tanulmanyok alatamasztottdRADI4 gén variansainak

kockazatnovel természetdt " *° eurépai populaciokban azonban nem sikeriilt

bizonyitani a gén és a betegség kozott fennall@oaiciot > egyetlen német
tanulmany utal csupan a kapcsolatrésmert tény, hogy mas génekhez hasonléan az
autoimmun betegségekre hajlamositd genetikai veolédn ebfordulasa is
populéciéfiigg gyakorisagot mutat, beleértve RADI4 gént i§** Miutan az
ésmagyar alapitd torzsek Azsiabdl érkeztek a Kampedencéb®® felvetdott
bennilink a kérdés: vajdmziink-e még valamit az azsiai genetikai gyokebéékiizaz

a PADI4 vajon hajlamositénak bizonyul-e a magyar populéaamiglvagy mas eurdpai
népekhez hasonléan nem mutathatd ki O0sszefliggeald4 gén meghatarozott
variansai és az RA kozott.

Vizsgalataink sordn egyik azonositott €s terméseetesbfordulé PADI4-
genotipus illetve haplotipus halmozodasat sem téglaisk az RA-betegek kdrében a
kontrollokhoz képest; még abban az esetben senkoarkillon tanulmanyoztuk az
anti-CCP illetve RF faktorokkal rendelkezés nem rendelkéz betegekef?



Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogyzagélt magyar populaciéban a
PADI4 6nmagdban nem jelent fokozott rizikét RA-ra; e ineitben tehat a
magyarsag nem kiilonb6zik mas eurépai népcsoport8kto

A PTPN22gén 1858C/T variansanak T allélja a T-sejt akiivdoodositasan
keresztil jatszik szerepet az autoimmun megbetsg&tién, igy a rheumatoid
arthritisre is jellemé patholdgiasan felfokozott immunvalasz kialakitésab': A
polimorfizmus jelenisége az RA patomechanizmusaban az irodalmi ad#&pjaa

egyértelniinek tinik>"%% 62 7273, 76, 109

ellentmondast jelent azonban, hogy egyes
kisérletek az 1858T varians hajlamosito termése&témiverzalitasat tamasztjak
al&® °* ® mig masok azt hangsulyozzak, hogy csupan a lEsjeRB- és/vagy anti-
CCP-szeropozitiv tipusaban tekintheizikéfaktornak a hordozasa® %% #7>

Sajat beteganyagunkon az 1858TC és 1858TT genokipualamint az
1858T allél jelenisen gyakoribbnak bizonyultak, mint a kontroll-csapant®. A
jelenség a teljes RA-populacioban megfigyalhetlie a péaciensek szerolbgiai
sajatsagai alapjan torti&novabbi elemzések ravilagitottak arra, hogy a lealidas
statisztikailag is szignifikans volta az RF eés/vaayti-CCP-szeropozitiv betegek
tulstlyanak készénhéttsupan®

A regresszios analizisek felfedték, hogy az 185881 &A-ra hajlamosito
természetében markans gén-ddzis hatas érvényegs@étlen T allél hordozasa (TC
heterozigdta genotipus) mintegy duplajara emektadség kialakulasanak rizikojat,
mig az allél két példanya (TT homozigota genotipug)y 4,9-5,5-szeres hajlamot
jelent® ™ 102 A jelenségre a gén altal kodolt Lyp molekuldikidése szolgal
magyarazattal: felteh@eg csak az 1858C (Arg620) varians alkalmas arogyh
komplexet alkosson a Csk-kindzzal, mig az 1858T né@pes r& "
Heterozigotakban tehat a CC genotipusuakhoz visa@nycsokken a Lyp-Csk
komplexek mennyisége, homozigétakban pedig eggaltaincs moéd a komplex
kialakulasar "t Végs$ soron a T sejt-aktivacié inhibicéja zavart szenweihél
kevesebb rikddoképes Lyp-Csk komplex van jelen, a sejt annal laikigvabb lesz,
és ez generélja az autoantigénekkel szembeni #stimmunvalas? "%

A CTLA4 gén bizonyos polimorfizmusai szamos autoimmun &grk
kialakulasénak kockézatat novefiR® 20 11911 Rheumatoid arthritis esetében a
rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan azord&irLA4 hajlamositd szerepe
nem tekinthet minden kétséget kizaréan igazoltfak® °°° Munkank soran a két

leggyakrabban vizsgaltCTLA4 egypontos nukleotid polimorfizmus genotipizalasat
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végeztik €. Megvizsgaltuk eloszlasukat és esetleges korigléait a betegséggel
minden szerolégiailag jellemzett RA-alcsoportbameegészséges kontrollokb%h
Kilonds figyelmet szenteltiink a +49A/G és CT60lakéltal alkotott haplotipusok
eléfordulasi gyakorisaganak.

A kontroll-csoporthoz viszonyitva a CT60 polimorfins GG genotipusa,
valamint a CT60*G allél emelkedett prevalenciat atott a teljes RA-csoportbdii
A tovabbi elemzések ravilagitottak, hogy a megnédekt gyakorisagot a
szeropozitiv betegek tulsulya eredményezi: mig arogozitiv alcsoportokban
hasonlo genotipus- és allél-megoszlast talaltudkligna szeronegativok kdrében
latott genetikai profil statisztikailag nem kulordit a kontroll-csoportban
tapasztaltaktdf®

Az anti-CCP és/vagy RF-szeropozitiv alcsoportoktanCT60*G allél
jelenléte mintegy masfélszeresére emelte az RAtiandockazatat a CT60*AA
genotipusi betegekhez kép&€StEzen eredményiink 6sszhangban van a korabbi
irodalmi adatokkal i *? Azoknal a betegeknél, akik a CT60*GG genotipust
hordoztak, tehat a G allél két példanyaval is réketek, a betegség relativ
kockazata a kétszeresére emelkedett az AA gendtipéboz képe¥f. Ezek az
adatok egyfajta gén-dozis flggést sejtetnek a @l dihjlamositasban jatszott
szerepében annak ellenére, hogy a két G alléltoadkdRA-kockazata szams#en
nem a duplaja az egyetlen G alléllal rendetke#| tapasztaltndf®

A +49A/G varians vizsgalata soran nem talaltunkvszife\6 kilonbséget a
betegek és a kontrollok genotipus- illetve allélgoszlasa kozoft. Tovabbi
elemzéseink felfedték, hogy amennyiben a +49*G €T&0*G allélok egyittesen
vannak jelen a betegben, akkor az RA-ra val6 hapaimegy kétszeresére)raz
egyeb haplotipusokhoz képest. A jelenség azonbak &z anti-CCP és/vagy RF-
autoantitesteket hordozé szubpopulaciokra korlati2®.

Vizsgalataink alapjan tehat arra kovetkeztethetuhogy a +49A/G
polimorfizmus 6nmagaban nem emeli az RA kockazatat,a CT60*G alléllal
kombinalva — mely egymagaban is bir hajlamositoresgeel - fokozza annak
prediszponalé hatasat

Az IL23R gén és genetikai varidnsai a kézelmultban ker(azliRA-kutatas
fokuszab&'. Néhany polimorfizmusrél bebizonyosodott, hogyrspet jatszanak a
gyulladasos bélbetegségek genetikai kockazatamdddiiasabatl. Miutan azIL23R

jelenbségét RA-ra vonatkozélag még korabban nem vizdga&dunk az volt, hogy
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két Crohn-betegségre hajlamositd é€s egy Crohn-bégbgn semlegesnek
aposztrofalt polimorfizmus genotipizalasaval teizkeaz IL23R és az RA kozt
esetlegesen fennalld asszociaciot.

A magyar RA populacidban az rs10889677AA és az 0%221CC
genotipusok halmozédasat tapasztaltuk az egészé&émemllokhoz képedt. A
regresszios analizisek igazoltdk a két variansamagbité természetét. Ellentétben a
PTPN22 és CTLA4 gének vizsgalt polimorfizmusaival, d£23R gén ezen két
variansanak RA-kockazatot fokozo jellege a beteiir@GP és RF-szerologiajatol
fiiggetlennek bizonyult>. Az rs10889677AA és rs2201841CC genotipusok egyide
hordozasa joval gyakrabban fordult6é eh beteg-csoportban, mint a kontrollok
korében, ami arra utal, hogy dkz23R gén tobb polimorfizmusa egylttesen —
haplotipusként - alakitia ki a gén hajlamosité egit™ Ezen kolcsonhatas
fenndllasat a kapcsoltsagi analizis eredmeénydaiaraasztjak.

Ujabb kutatasok igazoltéak, hogy #z23R gén az RA mellett szamos mas
fontos lehet az autoimmun betegségben széikvdazelesének szempontjabal,
minthogy az anti-p40 terapia az IL-12 és IL-23 rkalék funkciojat is gatolja,
ezéltal hozzajarul a patolégidsan fokozott immuasalredukalasahtiZ. A valédi
személyre szabott kezelés megvaldsulasahoz tertagsme tovabbi vizsgalatok
szikségesek, de az IL23/IL17 molekularis tengelienségének felfedezése
mindenképpen Uj perspektivakat eredményez.

Az altalunk végzett genetikai vizsgalatok eredményegs soron
hozzajarulnak a rheumatoid arthritis genetikaidrétiek pontosabb megismeréséhez
€s megértéséhez, amely pedig elengedhetetlen @sbBgtekorai diagndzisahoz,
valamint hozz4jarulhat Uj terapias célpontok azaheahoz. Természetesen szikség
van tovabbi genetikai variansok azonositasara égltkkint genotipus-fenotipus
elemzésekre is, hiszen az egyéell6 ismeretanyag csak igy vezethet el az effektiv

prevenciohoz, illetve az RA-ban szengedbetegek hatékonyabb kezeléséhez.
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6. Eredmények 6sszefoglaliasa

Eredményeink arra utalnak, hogy magyar rheumatoidthriis
betegpopulacibban &a@ADI4 gén vizsgalt polimorfizmusai (padi4_ 89,
padi4_90, padi4_92, padi4_94, padi4_102, padi4_#843z altaluk alkotott

haplotipusok egyike sem hajlamosit a betegségre.

A vizsgalt populacioban BTPN22gén 1858C/T variansa, valaminCIZLA4
gén CT60 polimorfizmus G alléljanak hordozasa REBAvagy anti-CCP
szeropozitiv rheumatoid arthritis-tipus esetén fako a korkép
kialakulasanak esélyét. Az 1858T allél kifejezettig a CT60 varians G
allélla enyhe gén-dozis hatassal érvényestl a rhtmidh arthritis

patomechanizmusaban.

Elemzéseink alapjan @TLA4 gén +49A/G variansa 6nmagaban nem jarul
hozza a rheumatoid arthritis genetikai prediszp6jnak kialakitasahoz, a
CT60*G alléllal egyuttesen azonban fokozza az utbhpamosité hatasat.

Az IL23R gén harom genotipizalt variansa (rs10889677, 15220,
rs1884444) kdzil az rs10889677 és rs2201841 pdimnausok AA illetve
CC genotipusanak hordozasa a rheumatoid arthriitakklasara nézve
kockazatot jelent; ez fuggetlen a beteg RF- illetu#i-CCP-szeroldgiai

statuszatol.

Az rs10889677AA és rs2201841CC genotipusok gyadgyiittes hordozasa
€s az elvégzett kapcsoltsagi vizsgalatok arra erelekiovetkeztetni, hogy az
IL23R gén polimorfizmusai haplotipust alkotva, egyuttesermaljak a gén

rheumatoid arthritisben jatszott szerepét.
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