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1. Bevezetés

I.1. Az érésben 1évé T-sejtek autoimmun regulacioja

Az immunrendszer finoman egyenstilyoz a koérokozo altal vezérelt immunitas és a sajat
antigén altal vezérelt tolerancia kozott. Egészséges egyénben ez a két allapot jelenti a
valaszkészség spektrumat. Ennek a skalanak szélsdséges végeit jelenti a valasz hianya,
immundeficiencia vagy a nem megfeleld tulzott valasz, autoimmunitds vagy allergia, mely
sz€lsoségek  felé¢  torténd  elmozdulds  patofizioldgiai  allapotokat,  betegségeket
eredményezhetnek. Az immunologiai valaszkészség komplexitasa szépen tikrozodik a sajat
antigénnel szembeni tolerancia kialakulasaban — immunologiai érésben —, melynek
végeredménye a karos autoreaktivitas elkeriilése. Sajattal szembeni immunolégiai tolerancia
mar a neonatalis (embereknél a sziiletéstél az els6 honapig) periodusban elkezdddik és
kialakitdsaban a magas fajlagossagu, a velesziiletett immunrendszerrel egylittmiitk6dé adaptiv
immunitas kozponti szerepléi, a T-sejtek jatszanak kozponti szerepet. A folyamat
szabalyozasa két szinten torténik. Elsddlegesen a centralis tolerancia soran, az érésben 1évo T-
sejtek (timocitak) bejutasa és érése az 0jsziilott csecsemémirigyben (timusz), ezt kdvetden a
mar érett repertoar tovabbi masodlagos szelekcioja a limfoid és nem-limfoid szervekben
(periférias tolerancia) (1,2).

1.1.1. Centralis tolerancia

1.1.1.1. A timocitak bejutasa és érése a neonatalis timusz kéregallomanyaban

A timocitdk érésének helyszine a neonatalis timusz sztrdémaja, melynek mérete és aktivitasa az
¢letkor eldrehaladtaval csokken, pubertaskorra mar alig kimutathatdé, a timusz zsiros
elcsokevényesedésével (involicid) gyakorlatilag megszlinik. A posztnatalis élet soran a
hematopoetikus Ossejtek egy része timocitava alakul, melyek a timusz Kkortiko-medullaris
regiojan (cortico-medullar junction, CMJ) keresztiil jutnak be a perivaszkularis térbe (1,2). A
timocitak feliiletén fejlédésiik sordn valtozik a sejtfelszinen megjelend molekuldk osszetétele.
A 16 fejlédési stadiumokat a cluster of differentiation (CD) markerek, a CD4, CD8 molekulak
megjelenése illetve hianya alapjan kiilonboztetjik meg (1-3). Az érés soran kezdetben
megkiilonboztetiink kettds negativ (double negative, DN) sejteket ahol sem a CD4 sem a CD8
nem expresszalodik a T-sejt feliiletén (1-3). A késObbiekben a kettds pozitiv (double positive,
DP) sejtek mind a CD4, mind a CD8 molekulakat expresszaljak a timocita feliiletén (1-3). Az
érés soran veégiil megkiilonboztetiink egyszeresen pozitiv (single positive, SP) sejteket, ahol
vagy csak a CD4, vagy csak a CD8 jelenik meg a timocitan (igy CD4" vagy CD8") (1-3).

I.1.1.1.1. B-szelekcio

A prezentalt antigént felismer6 receptor, a T-sejt receptor (T-cell receptor, TCR) kialakulasa
TCR gének rekombinacidjanak eredménye, amelynek soran a variabilis (variable, V),
diverzitas (diversity, D) és a csatlakozé (joining, J) DNS szegmensek valtakozva csatlakoznak
az érés soran (2,4). Ennek eredménye a TCR - és a-lanca, mely minden egyes sejtben egyedi
atrendez6dés eredménye (2,4).

A neonatalis timocita érés els6 ellenérzépontja a B-szelekcio (2,4). Ennek soran az éretlen DN
T-sejteknek kialakul a TCR receptora, melyet tehat a receptor fehérjét meghatarozo6 TCR-P és
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a-génjeinek rekombindcioja és kifejezddése hataroz meg (2,4). A folyamat sordn eldszor csak
azok a DN T-sejtek élik tal a szelekciot, amelyeknek a TCR [-l0kusza sikeresen
atrendez6dott és kifejez6dott (2,4). Ekkor 1épnek a DP stadiumba. Ezt kvetden megtorténik a
TCR receptor a-10kuszanak az atrendezddése és kifejez6dése (4). Ezen a ponton, ha a timocita
nem ismeri fel a kortikalis timoepitelidlis sejtek (cortical thymoepithelial cells, CTECs) és
dendritikus sejtek (dentritic cell, DC) felszinén prezentalt f6 hisztokompatibilitasi komplex
(major histocompatibility complex, MHC) sajat peptideket, apoptozissal elpusztul. Ez akkor
torténik, ha a TCR nem megfeleléen fejezodik ki (4).

1.1.1.1.2. Pozitiv szelekcio

Amennyiben a B-szelekciot talélé afTCR, DP timocitak kis affinitassal k6tddnek a cTEC és a
DC sejteken megjelend sajat peptid-MHC komplexhez, az érésben 1év6 T-sejt tovabbléphet a
medullaba (2-6). Ennek kovetkezménye, hogy a DP timocita SP T-sejtté alakul, vagyis
onnant6l kezdve csak egy felszini markert fog termelni (2-6).

I.1.1.1.3. Negativ szelekcio

Eléfordulhat az is, hogy a B-szelekcidt tulélé afTCR, DP timocitak nagy affinitdssal kotddnek
a sajat peptid-MHC komplexhez, ekkor az érésben 1évé T-sejt apoptdzissal elpusztul. A
kéregallomanyban a negativ szelekciot a DC sejtek végzik (2-6). Az a DN vagy DP sejt,
amely tulélte a DC sejtek negativ szelekcidjat atalakulnak SP CD4" vagy SP CD8" sejtekké
(2-6).

A talélo sejtek érési migraciojuk sordn elérkeznek a CMJ teriiletére, melyen keresztiil mar SP
timocitakként belépnek a timusz veldallomanyaba, ahol a medullaris timoepitelidlis sejtek
(medullar thymoepitelial cells, mTECs) kizarolag negativ szelekciot hajtanak végre rajtuk
(5,6).

1.1.1.2. A timocitak bejutasa és érése a timusz velallomanyaban

A timusz belsé medulldjaban foglalnak helyet az mTEC sejtek. Erési folyamatuk kezdeti
stadiumaban éretlen vel6sejtként alacsony affinitasa Il-es tipusa MHC-peptideket
tartalmaznak a feliiletiikon (mTEC CD80Io) (2,7). Ekkor kromatinjuk zart heterokromatin. Ez
az allapot onmagaban epigenetikus, mely jelzések a DNS-nek olyan kémiai-fizikai — de nem
szerkezeti — konformaciovaltozasa, ami nem jelent mutaciot, de nagymértékben meghatarozza
a génexpressziot (2). Ezt kovetéen még nem bizonyitott uton — epigenetikus, expressziot
megengedd jelzéseket — kovetden atalakulnak érett mTEC sejtekké, amelyek mar magas
affinitasi MHC-peptideket tartalmaznak a felszinen (mTEC CD80hi) (2,7). Az érett mTEC
sejt genomja eukromatin formaban kész a transzkripciora, a sejtek tartdzkodasi helye
migraciojukat kovetden a kiils6 medulla, ahol kész fogadni az érésben 1évé SP timocitakat (5).
Az mTEC sejt genomjaban olyan génklaszterek foglalnak helyet, melyek a szovet-specifikus
antigéneket kodolnak. Az irodalomban jelenleg hianyosak az eredmények arra vonatkozodan,
mik is ezek a szovet-specifikus antigének (tissue restricted antigen, TRA) és mennyi van
beldliikk, atfogd adatbazis még nem késziilt roluk, megelézé tanulmanyok még in vivo
stadiumban vannak (1,6). Ilyen példaul a gyomorban egy H'/K* ATP4az ionpumpa, ami H*-
iont szallit K ellenében a parietalis sejtek apikalis membranjan keresztiil (8). Ennek 1-es a-
lancat (potassium-transporting ATPase alpha chain 1) kddolja az ATP4A gén, kifejezve az
ionpumpa o-lancanak megfelelé antigént, melyet az mTEC sejt a MHC-peptidként a
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felszinére helyez (8). Ilyen sajat, test-antigén a bone morphogenetic protein (BMP) 2 és 4-nek
a részletei, melyek feleldsek a limfocita homeosztazisért, citokin produkcioért és biztositja a
T-sejt differenciaciot (8). Az mTEC sejt tovabba kifejez olyan fehérjét is, mely felelés az
embriogenezisért, fertilitasért és a T-sejt érésért (alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 2-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase, MGAT1) (8). Az itt bemutatott sajat antigének példaként
szolgalnak, valodi kvantitativ és kvalitativ adatok nem allnak roluk rendelkezésre, szamuk
tobb ezerre tehetd, jelenleg nem késziilt roluk atfogd tanulmany (1,5). Sajat antigéneket
kodolo gének expresszidja tehat az mTEC sejt genomjaban a legnagyobb, mig a CTEC vagy
DC sejtekben kisebb mértékli, mas sejtekben kimutathatatlan, feltehetdleg epigenetikus
jelzésekkel represszalt (2,5).

1.1.1.2.1. Bejutas és felhalmozodas

Ehrlich és mtsai. valés ideju, 2-foton pdasztdzo lézermikroszkopos fénykép- és videod
felvételekkel sikeresen vizualizaltak, hogyan is torténik a timocitdk bejutdsa és interakcidja az
mTEC sejtekkel (9). Amig a kettds negativ (DN) CD4 '8 és kettds pozitiv (DP) CD4'8" sejtek
a CMJ teriiletén maradtak ¢és felhalmozodtak, nem jutottak be a medulldba, éles hatart
képeztek (9). Ezzel szemben a SP (single positive) timocitak kozvetlen a medullaba migralnak
a CMIJ teriiletér6l (9). Ennek magyarazata az, hogy a pozitiv szelekcion taljuto SP
timocitakon kemotaktikus anyagok hatasara aktivalodik egy receptor (6,9). Az érésben 1évo
T-sejtek ezen receptora a 7-es tipusi C-C kemokin receptor (C-C chemokine receptor type 7,
CCRY7) (6). Ehhez a receptorhoz medullaris kemokinek kotédnek (CCL19, CCL21), melyek a
késObbiekben kemotaxissal iranyitjak a T-sejtet a medullaba (10,11). CCL19 kemokint az
MTEC termeli (9). Jelenleg tisztazatlan a CCR7 hatasmechanizmusa, feltehet6leg tovabbi
kemokineket vagy integrineket indukal. Atfogd vizsgalatukban Ueno és mtsai.
megallapitottak, hogy a CCR7 végsdsoron az, ami a timocita migraciot idézi eld a medullaba
¢s ennek kovetkezményeként fognak a sejtek felhalmozodni (5,12).

Ezt bizonyitotta Ehrlich és mtsai. azon kisérlete, melynek soran pertussis toxinnal (PTX)
kezeltek SP timocita sejteket (9). A kovetkezOket tapasztaltak. (1) SP éretlen T-sejtek
medullaba jutasa torzulast szenvedett; (2) mozgasuk sebessége alacsonyabb a medullaban, a
kezeletlenekhez képest; (3) éretlen SP T-sejtek medullaris denzitasa a kortikalishoz képest a
PTX kezeletlenek esetében 6,5 + 0,7 és 4,9 + 2,1, mig a Kezeltek esetében viszont csak 0,4 +
0,2, vagyis a PTX-kel kezeltek esetében nincs kiilonbség a timocitak denzitasban a kortikalis
¢s medullaris régio kozott, ami azt jelenti, hogy nem tortént felhalmozodas a medullaban (9).

1.1.1.2.2. Migraci6 a medullaban és negativ szelekcio

A medullaban szamos, timocita szelekciot végzo sejt foglal helyet: migratorikus DC, rezidens
vagy szesszilis DC, plazmacitoid DC (plasmacytoid, pDC), B-sejtek és mTEC sejtek (13).
Ezek koziil szovetspecifikus TRA-t prezentald antigén prezentald sejtek (antigen presenting
cells, APCs) a migralo, rezidens DC és az mTEC sejtek (5,6). Egy bejutott SP timocita
mozgasa egy random mintazatot mutatd ,séta” az MTEC és DC sejtek kozott —
hozzéavetdlegesen 10um/perc sebességgel — ami megfeleld az elegendd mennyiségii APC
sejtekkel valo talalkozashoz (5,9). Ez atlagosan 5 APC kontaktust jelent oranként, vagyis egy
SP timocita az 5 napos medullaban tartozkodasa alatt tobb szaz APC sejttel talalkozik (1-8).
Az mTEC sejtek genomja — szemben mas sejtek genomjaval — a legnagyobb mértékben
expresszal TRA-t, melyet a sejtfelszinén prezentdl MHC-peptid formaban az érkez6 SP
timocitanak (2,5,7). A folyamat, melynek soran a medulla epitélsejt megtermeli a TRA-t, a



promiszkuis génexpresszid (promiscous gene expression, pGE). Ezekbdl részesiilnek a DC
sejtek is az antigen-handover segitségével, melyek igy indirekt modon vesznek részt a
szelekcioban (2,5,7,13,14).

Amennyiben a mTEC sejthez érkez6 timocita TCR receptoraval felismeri, €s nagy affinitassal
koti az MHC receptoron prezentalt MHC-peptidet — vagyis a sajat TRA-t — a timocita
apoptozissal elpusztul (1,2,5). A negativ szelekcid tovabbi érdekes aspektusa, hogy maga az
MTEC sejt is elpusztul, mert kontaktusba Iépett egy fejlodésben 1évo, de autoimmun
timocitaval (1,2,5). Ezzel a végsé szelekcios 1épéssel a centralis tolerancia két iranybol
biztositja az egészséges immunrendszer kialakuldsat. Elsdsorban biztositja, hogy a keringésbe
kizarolag olyan érett T sejt kertilhet, amely nem koti nagy affinitassal a TRA-t vagyis nem
autoreaktiv (1,2,5). Masodsorban biztositja azt, hogy mindig friss mTEC populacio alljon
rendelkezésre a timocita populacio negativ szelekcidjahoz (1,2,5).

I.1.1.2.3. A mTEC sejtek promiszkuis génexpresszioja

A pGE esetleges génexpressziot jelent, mely jol kifejezi a centralis tolerancia ezen
szakaszanak az érdekességét (1,2,5,7). Az mTEC sejtek genomjaban expresszalodnak
legnagyobb mértékben azok a gének, amelyek a TRA termelésért felelosek. Hozzavetdlegesen
eddig 400 TRA-gént irtak le, melyek klaszterekbe rendezédnek a genomon (7,15). Ezek koziil
egyes gének aktivaltak, mig masok represszaltak, expresszidjuk nem teljesen valdszintiségi
vagy véletlenszerii. Mindemellett vannak olyan génklaszterek, amelyek egyszerre
expresszalodnak és adott kromoszomat preferalnak. Jelenlegi allaspont szerint az mTEC
sejtek Osszessége termeli meg a teljes TRA repertoart, de ha egyet kiemeliink — pl. a fent
emlitett gasztrikus H'/K* ATP4z ionpumpa alfa lancat, mint TRA-t — azt csak az mTEC sejtek
1-3%-ka termeli (1,2,6,7,15). Vagyis egy mTEC sejt nem termeli meg az 6sszes TRA-t,
hanem az mTEC populacié Osszessége mozaikosan fogja expresszalni mindazon TRA-k
készletét, amely az SP timocitdk negativ szelekcidjdhoz sziikséges. Ehhez az expresszidohoz
nélkiilozhetetlenek transzkripcios faktorok, hiszton és non-hiszton acetilazok, transzkripcios
elongatorok, szerin/treonin kinazok és egyéb fehérjék (7,15).

1.1.1.2.4. AIRE fehérje jellemzoi

Az AIRE (autoimmun regulator) transzkripcios faktor a centralis tolerancia, medulléris
negativ szelekcidjanak kozponti szerepldje, a TRA-t produkaldé pGE legfébb, kozponti
iranyitdja (1-15).

A transzkripcios faktort kodolo génrdl (AIRE) eldszor 1997-ben tettek emlitést, amikor is két
egymastol fliggetlen kutatdcsoportnak eldszor sikeriilt a gént izoldlni és klonozni emberi
kromoszomar6l (16-18). Az 0j gént akkor fedezték fel, amikor egy ritka monogénes
autoimmun deficienciat okozé mutaciokat vizsgaltak. A betegség az autoimmun
poliendokrinopatias-kandidiazis ektodermalis disztrofia (autoimmune polyendocrinopathy-
candidiasis ectodermal dystrophy, APECED) vagy mas néven l-es tipusii autoimmun
poliendokrinopatia szindroma (autoimmun polyendocrinopathy syndrome type 1, APS-1) (16-
18). Tovabbi vizsgalatok soran meghataroztak, hogy a kodolt fehérje ketté plant
homeodomain (PHD) tipust cinkujj doménnel is rendelkezik, mely szerint egy DNS-hez
k6t6do, nuklearis transzkripcios faktorrol lehet szo (15-18).

Az AIRE gén a 21. kromoszéma hosszu karjan, a 21q22.3 savnal talalhato, koriilbeliil 12,5
kilobazis hosszl, 14 exonialis és 13 intronidlis régioval egy 545 aminosavbol allo fehérjét
kodol, mely 58 kDa méretii (7,15). Az AIRE fehérje transzkripcids faktorként miikodik,
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kulcsszerepet jatszva a timocitak negativ szelekcidjanak iranyitasaban, mely magaban foglalja
az mTEC sejtek pGE folyamatat, ahol a DNS-koté fehérjékkel egyiitt lehetévé teszi a
szervezet teljes szoveti proteomjat képviseld6 TRA-K termelését. Tobb ezer, klaszterekbe
rendezett gén expresszidjat iranyitja (7,15,19).

1.1.1.2.4.1. AIRE fehérje struktiaralis doménjei

Az AIRE multidomén szerkezete alapjan azon fehérjék csoportjaba tartozik, amelyek képesek
a kromatinhoz kot6dni és szabalyozni a génatiras folyamatat (5,15). Az N-terminustél az C-
terminusig az AIRE 6t funkciondlisan fontos szerkezeti doménbdl all: homogénen fest6do
régié (homogeneously staining region, HSR) vagy mdas néven kaszpaz-aktivacids ¢€s
recruitment domén (caspase-activation and recruitment domain, CARD), nuklearis
lokalizacios jel domén (nuclear localisation signal, NLS), Sp100 AIRE NucP41/75 és DEAF
domén (SAND), valamint két PHD domén (PHD1, PHD?2) (5,15). Az N- és C-terminus kozott
négy Leu-Xaa-Xaa-Leu-Leu (LxxLL) motivum is helyet foglal (5,15).

HSR/CARD-domén

A CARD domén egy 100 aminosavat magaba foglald szakasz, melyet kodoldo AIRE
szekvencian zomével itt fordulnak el6 az APECED-et okoz6é mutaciok (7,15,20). A domént az
a kaszpaz aktivitast biztositsa, tovabba a kotOpartnerekkel valo kapcsolatot szabalyozza
(15,20). Ez biztositja, hogy a sejtmagba jutott AIRE fehérje denz, nuklearis testekké alakuljon
(nuclear bodies, NB). Ebben a forméaban olyan erds affinitadssal kotddik a nuklearis matrixhoz,
hogy DNaz I endonukleaz kezelést kovetden is intakt marad (15,19). A CARD domén amino-
terminalis régioja a HSR, mely dimerizaciot, fehérje-fehérje kapcsolodast iranyitd Szakasz
(7,15,19).

NLS domén

Az AIRE NLS doménje egy harmas NLS motivum, melyet elsdsorban az importin a-cargo-
komplex (karyopherin), majd kozvetlen utana az importin-p fehérjék ismernek fel (15). Az
elébbi felelés a nukleusz-citoplazma és citoplazma-nukleusz transzportért, mig az utdbbi
segiti a transzkripcids faktor maghartyahoz kapcsolasat, majd ezt kovetden porushoz kiséri a
szallitott fehérjét (15,19). Az NLS domain szintén lizinben gazdag (15,19).

SAND domén

Az AIRE fehérje egyik legfontosabb szakasza, mely nélkiil nem lenne képes a medullaban
funkciojat kifejteni. 1998-ban a PHD domént kovetden, ez volt az AIRE masodik struktiralis
szekvenciaja, melyet leirtak (21). Nevét onnan kapta, hogy ezt az evolucidésan konzervalt 80
aminosavnyi szekvenciat az Sp100, AIRE-1, NucP41/75 és a Drosophila melanogaster-ben is
megtalalhatd deformalt epidermalis autoregulaciés faktor-1 (deformed epidermal
autoregulatory factor-1, DEAF-1) illetve annak gerincesekben megtalalhaté analdgjat a
szupresszin fehérjecsaladok is tartalmazzak (21). Az AIRE-t kddolé aminosavlanc kézepén
elhelyezked6 SAND domén szerkezete egy globularis o/p elemet tartalmaz, melynek a-hélix
részében egy konzervalt KDWK motivum talalhaté (7,15). Ez az elem biztositja, hogy az
AIRE fehérje a DNS foszfatcsoportjaihoz kotddjon, mely a SAND domén legfobb
kromatinfiiggd transzkripcids szabalyozé funkcidja. Ennek segitségével kotédik az AIRE a
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medullaris mTEC sejtek DNS-éhez (7,15,22). A kotddést kovetden elkezdddik a klaszterbe
rendezett TRA-gének expresszidja, mellyel a medullaris negativ szelekciot biztositjak az ide
érkezé SP CD4" vagy CD8" timocitak szamara (23). Ezt a domént az exon 5,6 és 7-es régio
polimorfizmusok (single nucleotide polymorphism, SNP) nagymértékben befolyasolhatjak az
AIRE mTEC DNS-hez kotodését és a kdvetkezményes TRA expressziojat, igy a potencialis
autoimmun timocitak negativ szelekciojanak hatékonysagat (24-26).

PHD domének

Kozel a C-terminalis véghez, az AIRE-t kddoldé aminosavlanc két PHD1- és 2-tipust cink-Ujj
doménnel, egyenként 41 aminosavbol all6 szakasszal ér véget, melyeket egy prolinban gazdag
régio (prolyne rich region, PRR) valaszt el egymastol (7,15,27). PHD1-et az AIRE exon 8 és
9-es régidja, mig a PHD2-6t az exon 11 és 12-es régidja kodolja. Altalaban a PHD domének
leolvassak a kromatin epigenetikus jelzéseit, legfoképp a metilacio mértékét a H3 hiszton
fehérjén (7,15,27). Itt a PHD1-es doménen keresztiil az AIRE fehérje kozvetleniil kotodik a
metilalatlan H3 hiszton K4-es lizinjéhez (H3K4mO0), mellyel génexpressziot aktival. A PHD2
a PHD1-gyel valo szerkezeti hasonldsaga ellenére pozitiv toltést mutat, ami alkalmatlanna
teszi a hisztonokkal valé kolcsonhatasra. Yang és mtsai. vizsgalatuk soran bemutattak, a
PHD2 feladata a kromatin szerkezetét meghataroz6 ¢és a transzkripcidoban részt vevd
fehérjepartnerekkel vald interakcié (27). Azonban nem vesz részt az AIRE nuklearis
mutattak, hogy a PHD2 leginkabb a mTEC sejtek transzkriptomjanak kifejezodéséért, vagyis
az immunolégiai toleranciért felelések (27).

LxxLL motivumok

Az AIRE aminosavlanca négy kozbeiktatott LXXLL szekvenciat tartalmaz. Ez a motivum
azokra a fehérjékre jellemz6, melyek nukledris receptorokhoz kotédnek (7,15,28). Szamos
transzkripcios koaktivatorban megtalalhatd, mint példaul a CREB-ko6té fehérje (CREB-
binding protein, CBP) és a signal transducer and activator of transcription (STAT) fehérjében
(15,28). A transzkripcios események soran koaktivatorként és korepresszorként is mikodik
valamint fehér kapcsolatokért felelés (28).

1.1.1.2.4.2. AIRE expresszioja és az mTEC fejlodési stadiumai

Az AIRE expresszioja és az mTEC fejlddési stddiumai kozotti osszefliggést két modell, a
terminalis és a progressziv restrikciés modell irja le (2,29,30). A terminalis modell szerint az
embrionalis endodermabdl egy Bi-potent progenitor sejt szarmazik, melybdl a cTEC és az
MTEC sejtek alakul ki g29). Ezt kovetéen a medullaris epitélsejteknek harom populacidja
alakul ki: mTEC MHC 11°, CD80" (lo: low vagyis alacsony mennyiségii MHC II receptort és
CD80 markert termeld sejtek), mTEC MHC II'™, CD80™ (int: intermedier vagyis koztes
mennyiségli MHC 1I receptort és CD80 markert termeld sejtek) és mTEC MHC 11", CD80™
(hi: high vagyis magas vagy kell¢ affinitdisi MHC 1I receptort és CD80 markert termeld
sejtek) (29). Ezekkel az mTEC fejlddési stadiumokkal parhuzamosan emelkedik az AIRE és a
PGE szintje is. Az MHC 1", CD80™ mTEC sejteket tovabbi sejtpopulaciokra oszthatjuk:
MHC 11" cD8OM AIRENgative andior low o N1 C TIM CD8OM AIRE™" sejtekre. El8bbiben nem
vagy csak alig kimutathat6, mig az utébbiban magasan expresszaldodik az AIRE. Ez utobbi
MTEC hajlamos apoptdzisra, valamint termelheti az "involucrin" nevii anyagot, amely
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markere a termindlisan differencidlodott keratinocitdknak. A terminélis modell szerint ez a
tipusu sejt a végleges formaja az mTEC-nek (29).

A progressziv restrikcios modell szerint is az mTEC eldalakja a Bi-potent progenitor sejt (30).
A kiilonbséget az adja, hogy az éretlen mTECben rengeteg féle transzkripcids aktivitas van,
beleértve pGE-t és az azt kialakitd AIRE expressziot (30). Ahogy fejlodik a sejt a pGE-n
kiviili transzkripcios aktivitasok folyamatosan elcsendesednek és kiemelik a pGE-t (30). A
terminalis modellel ellentétben itt azt allitjak, hogy a pGE ndvekedése nem kovetkezménye a
korabbi érési stddiumoknak, hanem az mindig is magas szintli volt, ahogy az érésben
folyamatosan halad elére az mTEC ugy csillapodik és csendesedik el a sejt pGE-n kiviili
transzkripcios kornyezete és hangsulyozodik ki a pGE (2,29,30).

A két elmélet koziil az elobbi latszik valosziniinek, szamos bizonyiték alatdmasztotta, hogy az
AIRE expresszidja a terminalisan differencialodott MHC 1™ CD80" sejtekre jellemzd, ami
azt jelenti, hogy az mTEC sejtek koriilbeliili 30-50%-a lesz AIRE". Gardner és mtsai. ezt
azzal bizonyitottak, hogy olyan Aire transzgén egérpopulaciot hoztak 1étre, ahol az AIRE
expresszioja egyet jelent két fehérje, a zolden fluoreszkalod fehérje (green fluorescent protein,
GFP) ¢és az islet-specific glucose-6-phosphatase-related protein (IGRP) fehérje
expresszidjaval (31). Flow citométeres eredményeik azt mutattak, hogy a transzgén egerek
mTEC sejtjeinek 30-50%-a bizonyult GFP*-nak igy AIRE*-nak (31).

1.1.1.2.4.3. TranszKripcios regulacioja

Az AIRE mar az embriogenezis korai szakaszaban, a harom csiralemez megjelenése el6tt
expresszalodik. Az embrionalis timuszban a CD3'CD4'IL-7Ra’-ként azonositott limfoid
szoveti induktor (lymphoid tissue inducer, LTi) sejtek szabalyozzdk az AIRE expresszidt a
korai perinatalis mTEC sejtekben, melyek a gesztacio 16. napjara alakulnak ki (32,33). A
korai mTEC sejtekben az AIRE expressziot a tumor nekrozis faktor (TNF) szupercsalad egyik
tagja, a nuklearis kappa-B (NF-xB) faktor receptor aktivatora (RANK) és ennek megfeleld
ligandja a RANKL indukalja, amelyet az LTi sejtek expresszalnak (32). Posztnatalis
timuszban a RANKL ligandot a CD4" timocitak szolgaltatjiak (32,34). A RANK-RANKL
tengely tehat az egyik legfontosabb, a kapcsolat hianyaban nincs AIRE expresszid és TRA
termelés (32,34).

Transzkripciot tovabba enhancer elemek hatdrozzak meg. Az AIRE és tdle upstream DNMT3L
kodold régiok kozott foglal helyet egy 90 nukleotidnyi intergénikus szekvencia, melyrdl
feltételezik, hogy irdnyithatja az AIRE expressziojat. Ezt a szekvenciat conserved noncoding
sequence 1 (CNS1) nevezték el (35). Haljasorg és mtsai. in vivo vizsgalatukban bemutattak,
hogy a szekvencia eltavolitdsaval az AIRE expresszidja drasztikusan alacsony a vad tipusu
egerekhez képest, vagyis a szekvencia meghatarozza a transzkripciot (35). Tovabbi
eredményeik szerint a CNS1 szekvencia egy olyan enhancer Szekvencia, amin NF-kB
kotohelyek vannak (c-Rel, RelA, p50), melyen az NF-kB elinditja a RANK jelzést, ami pedig
aktivalja az AIRE expressziot és részt vesz az mTEC sejtek érésében (35). Az AIRE promoter
régidjaban Spl, AP-1, NF-Y és ETS transzkripcids faktor csaladok kotohelyeit talaltak (36).
Posztnatalis timuszban az AIRE expresszid leginkdbb mTEC sejtekre korlatozodik, majd az
involuciot kovetden helyben kimutathatatlan (32,33). Szintén kimutathatatlan az autoimmun
timocitaval kontaktalo, késobb funkciovesztett mTEC sejtekben. Mindezek alapjan
elmondhato, az AIRE expresszidja térben és idében szigoruan szabalyozott (32,33).

Ezt tamasztja ala a legutobbi olyan atfogd analizis, mely az AIRE expresszio helybeni (cisz)
és tavoli (transz) regulatoraira iranyult. Herzig és mtsai. el6szor azt vizsgaltak, melyek azok
az epigenetikus, cisz-regulatorikus jelzések, melyek meghatarozzak az AIRE expressziot (37).
Ilyen a DNS-metilacio, mely a DNS-en a foszfatkotéssel guaninhoz kapcsolodo citozingytiri
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transzkripcids repressziot vagy blokkot jelent, melynek soran igy sem a transzkripcids
faktorok sem pedig az RNS-polimeraz II (RNA-pol II) nem képes a promoter régidhoz
hozzaférni, vagy ha mégis, C-terminalis doménjének foszforilacidja elmarad igy a mediator
komplexhez lancolva nem képes elindulni és a pre-mRNS képzddés gatlodik. A vizsgalat
ilyen metilalhatd CpG dinukleotidokat talalt az AIRE transzkripciés start helyétol
(transcription start site, TSS) 300 bazisparnyi (base pair, bp) tavolsagra 5’ iranyban valamint
az AIRE 16kusz exon 2-es régidjaban (37). Eredményeik alapjan, MHC 11" CD80™ (mTEC™)
sejtekben ezek a régiok demetilaltak, vagyis nincs metilcsoport a CpG dinukleotidokon, a
transzkripcio ezekben a sejtekben epigenetikusan engedélyezett (37). MHC 11" CD80"
(mTEC") sejtekben ennek a forditottja volt jellemzd, mely eredmény szintén a termindlis
modellt erdsitette és kiemelve az exon 2-es régio fontossagat az AIRE expresszioban (37). A
tovabbiakban MHC 11'° CD80" sejtekben az AIRE 16kusz vizsgalatakor egy specidlis protein,
a CCCTC-kotd faktor (CCCTC-binding factor, CTCF) jelenlétét sikeriilt kimutatni, mely egy
inzulator fehérje. Az ilyen tipust szekvenciaspecifikus fehérjék kotodésiikkel megvaltoztatjak
a kromatin architektirdjat, genomidlis hurkok képzésével megszakitjdk az enhancerek és
promoterek kozotti kommunikaciot, igy a transzkripciot blokkoljak (38). Ennek pozicidja a
MHC 11" CD80" sejtek DNS-én az AIRE 16kusz TSS szekvencidja és a 3° vég (37). MHC I
CD80" sejtekben a CTFC jelenléte nem kimutathaté a TSS és 3’ végen, mely a demetilalt
CpG dinukleotidokkal egylitt a transzkripcidt serkenti, képesség teszi a MHC " cpso™
sejteket AIRE expressziora. Herzig és mtsai. azt vizsgaltdk, melyek azok a transzkripcids
faktorok, melyek mTEC™ és mTEC® sejtekhez kotédnek (37). Ehhez egysejtes ATAC-seq
(Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing) szekvenaldsi technikat
hasznaltak, mely modszer egyes sejteket elemez, és azonositja azokat kromatin régiokat,
amelyekhez a bejuttatott transzpozaz enzim hozzafér (39). Ezek a régiok nem kompakt
nukleoszomak, hanem els@sorban promoter, enhancer, silencer vagy inzulator régidokban
transzkripcios faktorok kotddnek hozzajuk (39). Ez alapjan az egyes sejttipusok kiilonbséget
mutatnak, mely transzkripcios faktorokat preferaljak (39). Herzig és mtsai. felfedezték, hogy a
MTEC" sejtek AIRE l6kusza zarolt vagyis enhancerekhez és promoter régiokhoz kotédo
transzkripcios faktorok nem mutathatok ki. Ellenben az mTEC™ sejtekben az AIRE 16kusz két
pontjan, a TSS ¢és a CNS1 régidhoz transzkripcids aktivatorok sokasaga egy nagy
multimolekularis komplexként kapcsolodik Gigy, mint T-box transzkripcios faktor 21 (T-box
transcription factor 21, Tbx21), transzkripciés faktor 7 (transcription factor 7, Tcf7),
interferon regulatorikus faktor 4 és 8 (interferon regulatory factor 4,8 Irf4,8) (37). Tovabba
megerodsitették, hogy a CNS1 régié egy enhancer, melyhez az mTEC" sejtekben NF-kB
kotddik 3 kilobazisra (kilobase, kb) 5° irdnyban a TSS régiotol (37).

1.1.1.2.4.4. Poszttranszkripcios reguliacioja

Transzkripciés mechanizmusok mellett poszttranszkripcidos folyamatok is befolyasoljak
fehérje szinten az AIRE expressziojat. Ebben tobbek kozott kozponti szerepet jatszik a
jumonji domain containing 6 (JMJD6) enzim (40). Yanagihara és mitsai. vizsgalati
elrendezésiikben vad tipusu (Imjd6**) és KO (IJmjd6™) egerek timuszanak sztromajat in vitro
2-deoxyguanozinnal (2-DG) kezelték RANKL jelenlétében és a nélkiil (40). Jmjdé” KO
egerek AIRE expresszioja statisztikailag szignifikansan elmaradt a vad tipustiaktol még
RANKL jelenlétében is. A kovetkezd 1épésben RNS-szekvenalassal (RNA-seq)
megvizsgaltdk a 2-DG+RANKL kezelt JMID6” és vad tipusa populacié sztromalis
transzkriptomjat (40). Dacara annak, hogy a JMJD6 expresszidé valtozatlan 1850 gén
indukalodott melybdl 1020 gén expresszidja szignifikansan magasabbnak bizonyult a vad
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tipusuaknal (40). A vizsgalat utolsé 1épéseként pre-mRNS splicing analizist végeztek (40).
Ennek soran a detektalt 1850 génnek 84708 intronjat vizsgaltak, melybdl 1058 magasan
expresszalodot valasztottak ki. Ezen beliil 57 olyan intronikus szekvenciat talaltak, melyek
RANKL stimulacié hatasara inkabb Jmjd6” KO egereknél expresszalodtak (40). Ezek kozott
szerepelt az AIRE intron 2-es szekvencidja, mely a RANKL stimulalt IMID6” KO egereknél
szignifikansan 1,9-szer magasabb a vad tipustiakhoz képest (40). Yanagihara és mtsai. a
jelenséget az intron retencidnak tulajdoni‘?a, melynél a splicing soran az intron régié nem
vagodik ki a transzkriptumbol (36). Jmjd6™ KO egereknél megnétt a 2-es és 9-es intron régid
retencidja és kovetkezményesen csokkent az AIRE expresszio illetve 23 AIRE-fiiggd TRA
expresszidja (40). Ebbol kovetkezik, hogy a normal vad tipusti egérben a IMJID6 gatolja az
intron retenciot és fenntartja a normal AIRE expressziot. Miikodését tekintve U2 small
nuclear RNA auxiliary factor 2, U2AF65 splicing fehérje lizin oldallancanak hidroxilalasan
keresztiil befolyasolja a splicing folyamatat és hatarozza meg az expressziot (41). Yanagihara
és mtsai. 2 évvel késébb megallapitottak, hogy a Jmjdé” KO egereknél autoimmun diabétesz
alakult ki. AIRE expresszié az mTEC sejtekbdl nem volt kimutathato, az expresszio hianyat
A fent emlitetteken kiviil az utobbi években az AIRE poszttranszkripcids regulatoranak
bizonyultak a miRNS-ek, melyek 21-25 nukleotid hosszu, kettds szalu, fehérjét nem kodold
struktirak. RNS interferencidjuk sordn egy endonukledz aktivitdsi RNS-indukalt némito
fehérjekomplexbe toltddnek be, mely miutdn a miRNS hozzak5tédott a célgén mRNS-ének 3°
mennyiséget (43). Tanaka és mtsai. in silico MIRNS-mRNS interakcios vizsgalatok soran
termodinamikailag stabil hibridizaciot fedeztek fel az AIRE mRNS 3’UTR régidja €s a miR-
155 kozott, igy feltételezték, hogy az hatassal lehet az expressziora (44). Vizsgalatuk soran
szintetizalt, endogén miR-155-6t mimikal6o szekvenciaval transzfektaltak egér mTEC 3.10
sejteket, ahol a negativ kontrollhoz képest szignifikdnsan alacsonyabb AIRE mRNS és
fehérjeszintézist mutattak ki (44). Tovabba RNS-szekvenalassal a teljes transzkriptombol 311
gén mRNS-e downregulalt, melyek koziil 58 TRA és 5 a timocita migracioért felelds mRNS
volt (44). Annak érdekében, hogy az utobbit vizsgaljak C57BL/6 egerek timuszabdl 10 um-es
porusméretii membrant hasznalva timocitakat szeparaltak, majd azokat Transwell kamrakban
kétféle 0,5 pm porusméretii polikarbonat membrant tartalmazo betétekre helyezték (44). Az
egyik betét olyan taptalajba mertilt, mely kezeletlen mTEC 3.10 sejteket tartalmazott, a masik
miR-155-5p-t tartalmaz6 mTEC sejteket (44). A vizsgalat végén, a betéteken atjutott
timocitakat képalkoté modszerrel szamoltak le. Transwell kamrakban a mir-155-5p-vel kezelt
taptalaj esetében szignifikansan alacsonyabb szamu timocita jutott at a betéten (44). Az
eredmények alapjan miR-155 nem csak az AIRE mRNS és fehérjexpresszidjat hanem a
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1.1.1.2.4.5. Transzportja a citoplazmabdl a sejtmagba

Az AIRE elsésorban az mTEC sejtmagjaban, denz magtestek formajaban helyezkedik el és
iranyitja a TRA termelddését. Mikrotubulusokhoz koétédve masodlagosan megtalalhatd a
citoszkeletonban (15). Amennyiben a sejtmagban sziikség van utanpotlasra, a citoplazmabol
transzportfehérjék segitségével jut be. Az AIRE fehérje N-terminalis végén helyet foglal egy
haromoldalu (tripartite) NLS motivum (15). Ezek koziil in vitro vizsgalatokban a 131KRK133
NLS szakaszon tapasztaltak az importin-a fehérjék kotddését (45). Importin a-nak van egy
flexibilis N-terminalis importin-B-binding doménje és egy nagyméretii NLS-binding doménje,
amely 10 tandem Armadillo (AMR) repeat szekvenciat tartalmaz (20). Ez kotédik az AIRE
131KRK133 aminosav szekvencidjdhoz. Legerdsebben az importin a3 és a5, leggyengébben
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az a7 kotodik (20). Az importin-a fehérjék kotodését kovetden importin-f segiti az AIRE
fehérjét hozzakapcsolni a maghoz a RAN-GTPaz utvonalon (20). Ezen a helyen a komplex
egy 9nm-es csatornahoz viszi a fehérjét, ahol csak 30-60 kDa-os fehérjék képesek athaladni
(20). Az AIRE 57,7 KDa-os méretével igy a magba jut, ahol NB-atalakulason megy keresztiil.
A nuklearis goccé alakuldsat és az erds kotdodést az AIRE fehérje CARD doménje biztositja
(46). Itt a nuklearis matrixhoz olyan erds affinitassal kotoédik, hogy DNAse 1 endonukleaz
kezelést kovetden is érintetlen marad (46).

1.1.1.2.4.6. Az AIRE-medialt TRA kifejez6dés fehérjepartnerei

Az AIRE pontszerii, nuklearis magtestek formajdban szamos partner fehérjével egylittesen
fejti ki a hatasat a medullaris epitélsejtek DNS-én. Ezen partnerfehérjék is részt vesznek az
kiilonbséggel, hogy egyben a TRA expressziot is meghatarozzak (47). Ezekhez a
regulatorokhoz az AIRE kiilonb6zd régidi kotddnek és komplexet képeznek. Szamos
tanulmany késziilt a partnerfehérjék és azok funkcionalis jelentdségének tisztazasara. Ezen a
terlileten nagy elorelépést jelentett Abramson és mitsai.-nak a tanulmanya, ahol
immunprecipitaciéval, tomegspektrometridval ¢és  RNS-interferencia alapi mRNS
degradacioval meghataroztak az AIRE partnereit (47,48).

CBP

Ubikviter hiszton- és nonhiszton acetilaz enzim, hatasaval transzkripciot aktival, az AIRE
fehérjével szinergidban az expresszio szintjét noveli. RANK-RANKL interakcio soran a CBP
a citoplazmabol a sejtmagba vandorol és az AIRE magtestébe lokalizalédva, annak CARD
aktivatorként egyiittmiikddik a transzkripciot iranyitd altalanos szereplokkel ugy, mint az
RNS-polimeraz Il (47).

DNA-PK

Szamos kozlemény a DNS-aktivalt protein kinazt (DNA-activated protein kinase, DNA PK)
tartja az AIRE legfobb regulatoranak (47). A fehérje kinaz aktivitasaval foszforilalja az AIRE
Thr68 és Ser156 molekulajat (47). Az enzim egy fehérjekomplex tagja (DNA-PK/PARP-
1/TOPIIo/FACT/RNAPII), mely a DNS-toréseket és nem-homolog végek javitasat végzi (50).
Proteomikai vizsgélatok alapjan elmondhato, hogy a komplex tagjai nagyfokt kapcsoltsagot
mutatnak az AIRE és a DNA-PK fehérjékkel. Ilyen molekula a DNS topoizomeraz Ilo. (DNA-
TOPIIa), amely enzim mitkddése soran kettds toréseket hoz 1étre a nukleoszomalis DNS-en
mikdzben a helyszinre vonzza a DNA-PK-t (7). Ez elésegiti a kanonikus hisztonvarians
atmeneti eltavolitasat, annak érdekében, hogy a transzkripcid elkezdddjon. DNA-PK lazitja a
kornyez0 kromatin régiokat valamint nem-kanonikus hisztonvaridns-cserét is eldsegit a
kanonikus hisztonvaridns atmeneti eltavolitdsaval azért, hogy a DNS szaltorést megjavitsa
(15). Tovabba biztositja az AIRE utanpotlast TRA expresszidhoz, ami azt mutatja, hogy
elengedhetetlen partner a megfelelé mennyiségii sajat antigén termeléshez (47). Az elmult
években egyes esetleirasok arrdl szamoltak be, hogy egyes APECED betegek hatterében a
DNA-PK Katalitikus alegységét kodoldo DNS szekvencia mutacioi a felelések (47).

P-TEFb
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Az AIRE oOnmagaban nem képes elinditani a TRA expressziot, ugy idézi eld, hogy
felszabaditja az RNS-polimeraz Il-t (15,20,47). Ehhez érkezik segitségiill a positive
transcription elongation factor b (P-TEFb) fehérje, melyhez az AIRE karboxil-csoportot
tartalmazé C-terminalisaval kapcsolodik (20). A transzkripcié az RNS pol 11 utanpotlassal
kezdddik a TSS régiotol, a preiniciacios komplex (PIC) részeként. Ezen a ponton bar a
transzkripcio elkezdddik, az elongaciot blokkolja a negativ transzkripcios faktor (N-TEF). Ezt
az N-TEF-et foszforildlja a P-TEFb (pozitiv transzkripcids elongacios faktor b) igy ez a
valtozas hozzaférhetévé teszi a DNS-t az elongaciot végzé RNS pol I1-nak. Amennyiben ezek
az események elmaradnak Yoshida és mtsai. kimutattak, hogy egy bromodomain-containing
protein 4 (Brd4) fehérjehidat képez az AIRE és P-TEFb kozott, mely stabilizalja a kettejiik
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HNRNPL

A heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-nek (HNRNPL) szerepe az alternativ
splicingban van, a 3'-UTR felismeréséért és RNS elongacidért felelés, kapesolodik az AIRE-
rel és P-TEFb-vel (47,52). Altala biztositott a magas mRNS-diverzitais a TRA expresszio
soran az alternativ splicing soran. Az AIRE-rel valo partnerséget Giraud és mtsai. fedezték fel
(52). Vizsgalatuk soran egy AIRE-fiiggd génexpressziods rendszert épitettek ki, melynek soran
genomszintli lentiviralis RNS-interferencia konyvtarat hoztak 1étre, amihez kett6sszalu kis
hajtli (short hairpin, sh) RNS-eket hasznaltak (52). Ennek célja feltérképezni azokat az
elemeket, amelyek a kromatin architektirajahoz/funkciojahoz, a transzkripciohoz és az
MRNS-feldolgozashoz sziikségesek (52).

ATF7IP-MBD1-ESET komplex

A fehérjekomplex magaba foglalja a the activating transcription factor 7-interacting protein
(ATF71P), methyl-CpG-binding domain protein 1 (MBD1) és az Erg-associated protein with
SET (ESET) fehérjéket (47,53). Az AIRE a PHD aminosavszekvenciajaval specifikusan
kotédik a H3K4me0-jelhez, vagyis a H3 hiszton 4. Lys aminosav metilalatlan oldallancahoz.
Ez a hisztonjel egy génrexpresszios jel, melyhez a kapcsolddas onmagaban nem elég (53). Az
AIRE indirekt modon kotédik egy masik epigenetikus jelhez, SAND doménjén keresztiil
kooperal az ATF7IP-MBD1-ESET fehérjével (53). Ez a komplex, amikor nincs kapcsolatban
az AIRE-rel egy repressziv komplexként van jelen, ahol az MBD1 domén folyamatosan
represszal a CpG szigetek metilacidjaval, az ESET tag pedig hiszton meltiltranszferaz
aktivitasa révén, ezeken a helyeken fenntartja a transzkripcios tiltast, mely helyek a TRA
génszakaszok, igy alapesetben némitottak (53). AIRE ugy hasznalja a komplexet, hogy
felismeri SAND doménjével az ATF7IP tagot, mely az MBD1 segitségével felismeri a
specifikus metilalt CpG szigeteket (53). Amennyiben ezt megteszi, akkor mar meg is célozta
fogja inditani a megrekedt RNA-pol II felszabaditasaval, valamint a DNA-PK transzkripciot
aktivalo funkciojaval és egyéb partnerekkel (53).

SIRT1

Az AIRE szamos fehérjével 1ép kdlcsonhatasba, melyek poszttranszlacios modositasokon
keresztiil biztositjak az AIRE miik6dését a TRA expresszid soran (47). Példaul vannak olyan
fehérjék melyek acetil- és deacetiltranszferaz aktivitdssal rendelkeznek. Ilyen a Sirtuin 1
(SIRT1), melynek expressziogja az mTEC sejtekben a legmagasabb (47,54).
Hatasmechanizmusa altal deacetildlja az AIRE lizin oldallancait, mely esemény aktivalja az
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AIRE-medialt TRA transzkripciot (54). Chuprin és mtsai. kisérletesen SIRT1 némitassal
elérték, hogy az mTEC sejtek TRA transzkripcidja gy alljon le, hogy ezalatt az AIRE

expresszidja valtozatlan marad, ezaltal bizonyitva, hogy a SIRT1 szerepének végpontja a
TRA termel6dés az AIRE aktivaciojan keresztiil (54).

1.1.1.2.5. A TRA q1tja a sejtmagtol a medullaris sejtek MHC receptoraig

A pGE TRA termelésének egyediségét az adja, hogy ilyen sajatos jellegli génexpresszid
jelenlegi tudasunk szerint bizonyitottan a centralis tolerancia soran fordul eld, a timusz
involucidjat kovetden pedig kimutathatatlan (55). Egyes kozlemények feltételezik,
eléfordulhat B-sejtekben illetve periférias, szekunder limfoid szervekben 1gy, mint
nyirokcsomokban és a 1épben bar ezek esetében pusztan AIRE expresszios csticsokat sikeriilt
kimutatni, TRA-kat nem (55).

A pGE pontos mechanizmusara szamos elmélet sziiletett. A magyardzo, jelenlegi
modelleknek egyarant vannak eldnyei és hatranyai. Egyik legfébb akadaly, hogy semelyik
sem képes jelenleg minden igényt kielégitden megmagyarazni, hogy az AIRE és partner
komplexei mi alapjan valasztjak ki, adott klaszteren beliil, mely TRA-gén expresszalodik és
melyik marad néma. Kezdeti feltételezések szerint az expresszid véletlenszerii represszios
oldasok eredménye, a szervezet sajat antigénjeinek termelédése a timuszban egy “zaj", melyet
az AIRE kihangsulyoz, biztositva a negativ szelekcié hatékonysagat (7). Késébb rajottek,
hogy ennél tobbrol van sz6. Meredith és mtsai. egysejtes RNS-szekvenalason és genomialis
DNS-metilacios vizsgalatokon keresztiill azt vizsgalta, mutatnak-e kiilonbséget a pGE
prezentalt TRA-k szerkezetiikben, mennyiségiikben az AIRE-t termeld és nem termeld mTEC
sejtek kozott (56). Eredményeik azt mutattak, hogy az AIRE altal regulalt TRA gén-pool
teljes mértékben csak kisszamtt mTEC sejtben indukalddott (56). A jellemz6 inkabb az volt,
hogy egyes mTEC sejtekben a TRA-géneknek igen kis hanyada expresszalodott, mely
kvalitative sejtenként és egyedenként is valtozo volt. Ez adja a pGE sztochasztikus jellegét
(56). Pinto és mtsai. ugyanakkor felfedezték, hogy egyes sejteken beliil jellemz6 volt az, hogy
a TRA-gének nem kiilon-kiilon, hanem egymassal hataros mikroklaszter-lokuszokba
rendezetten, egyiitt és egyszerre expresszalodtak, vagyis nem egy TRA-gén, hanem maga a
klaszter mutatott expresszios csticsot, mely jelenség ellentétben a sztochasztikus jelleggel a
determinisztikussagot erdsitette, vagyis azt nem lehet kijelenteni, hogy a folyamat teljes
mértékben valosziniiségi (57). Ugyanakkor, ezekben az egymas melletti génklaszterekben
semmilyen ko6zos tulajdonsag nincs (57). Ezt a kozos, egyiittes expressziot a 19.
kromoszoman fedezték fel, melyet Pinto és mtsai. ,,kromoszomalis predilekcionak™ nevezték
el (57). Mind ezek alapjan jelenlegi tudasunk szerint az AIRE indukalt pGE és a
kovetkezményes TRA termel6dés egyszerre sztochasztikus €s rendezett (47,57).

A pGE sorén létrejon a TRA transzkriptuma, amibdl majd a fehérjét adéo aminosavsorrendnek
kell kialakulnia a transzlacié soran. Ezt kdvetden a fehérjeszintézis klasszikus Gtvonalan halad
a folyamat, melynek végeredményeképpen a TSA kikeriil az mTEC sejtfelszini MHC 11
receptoraira. Annak meghatarozasara, hogy hogyan is torténik a sajat antigének betdltddése az
MHC receptorokba két elmélet sziiletett. Az egyik elmélet szerint az endoplazmatikus
retikulumbol (ER) a proteaszoma €s transzporter komplex (transporter associated with antigen
processing, TAP) t6lti be az MHC 1I fogado egységeibe (58). A masik elmélet szerint a
termelt TRA autofagiaval t61tddik be az MHC receptor fogaddegységeibe. A két elméletben
kozos tulajdonsdg annak allitdsa, hogy a TSA eldszér az ER-bdl lizoszomaba keriil majd
onnan az MHC II betdltd egységeibe (58). A két elmélet kapcsan Klein és mtsai. 6sszefoglalo
kozleményiikben megallapitottak, hogy a TRA betoltédésnek négy tipusa kiilonitheté el (58).
A konvenciondlis MHC 1 ,,loading” folyamata soran a citoplazmatikus fehérjeantigéneket a
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proteaszoma proteolitikusan kisebb peptidekre hasitja (58). Ezt kovetéen a transporter
associated with antigen processing (TAP) transzporterek ezeket a peptideket az ER-be
transzlokaljak, ahol hozzaférnek az wjonnan szintetizalt MHC | molekulakhoz (58). A
peptiddel toltott MHC I molekulak ezutan a Golgi-apparatuson keresztiil a sejtfelszinre
keriilnek, ahol az odaérkezd SP CD8" és CD4" timocitak felismerik o6ket (58). A
konvencionalis MHC II ,,Joading” soran az extracelluléris fehérjeantigéneket fagocitdzis vagy
pinocitozis utjan keriilnek felvételre. Ezek az endocitotikus kompartmentek ezutan
Osszeolvadnak a lizoszomaékkal, amelyek enzimeket szallitanak az endoszomalis tartalom
proteolitikus fragmentalasahoz (58). Annak érdekében, hogy a rendszer elkeriilje a MHC 11
molekuldkba torténd id6 elétti TRA betoltdodést, invarians lancok kotik a sajat antigéneket az
ER-hez (58). Amint az MHC II tartalmi vezikuldk fuzionalnak endoszomalis vagy
lizoszomalis kompartmentekkel az invarians lanc degradalodik és a TRA peptidek
bekotédnek az MHC II molekulak antigénkoté barazdaihoz (58). Az MHC Il tartalmt
vezikuldk endoszomalis/lizoszomélis kompartmentekkel vald fizidja az invaridns lancok
antigénkotd barazdajahoz (58). A nemkonvencionalis, exogén MHC 1 ,loading” (kereszt-
prezentacio) soran az antigén endocitdzissal a citoszdlba keriil majd a proteaszoma emésztését
kovetéen a TAP transzporterek konvencionalis MHC 1 utvonalon folytatjdk az antigén
prezentaciot (58). Végiil a nemkonvencionalis endogén MHC II ,,loading” 3 részfolyamatbol
all. Az els6é a makroautofagia, melynek soran a sajat-antigének kettés membranba vannak
csomagolva, melyek majd fuzionalnak az endoszéma/lizoszoma rendszerrel (58). A folyamat
kovetkez6 1épésében a lysosomal associated membrane protein 2a (LAMP-2a) transzporter a
chaperone mediated autophagy (CMA) szubsztratjait a lizoszomaba tolti (58). Az utolséd
Iépésben egy még kevéssé tisztazott folyamat, a mikroautofagia juttatja a lizoszémaba az
intracellularis komponenseket (58). Mind a 3 folyamatban a k6zos, hogy citoplazmatikus
anyagot szallit lizoszomalis degradaciora majd azt kdvetden facilitalja az intracellularis TRA-
k felhasznalasat és betoltését az MHC Il receptorokba (58).

1.1.1.2.6. Az autoreaktiv timocita lebontasa

Amennyiben a medullaba érkezé SP CD4" vagy CD8" timocita a TCR receptoraval felismeri
¢s nagy affinitassal koti az mTEC sejt MHC receptoran prezentalt sajat TRA-t, az érésben
1évo T-sejt autoreaktivitasa bebizonyosodik (2,15,47). Az egyik legszemléletesebb vizsgalatot
Dzhagalov és mtsai. végezték el, melynek soran 2-foton pasztazd lézermikroszkdppal
megvizsgaltak, mely események kovetik egymast idoben a negativ szelekcid soran (59). Bone
marrow (BM) kiméra egerek timusz szeleteit inkubaltak TCR aktivalt timocitakkal 30 percig,
majd TRA-t adtak a sejtekhez novekvo koncentraciokban, hogy lassak van-e Osszefiiggés a
TRA koncentracio és a timocita apoptozisanak idétartama kozott (59). A sajat-antigénnel valod
kontaktust kdvetéen nagymértékii Ca®* bearamlas volt mérhetd (59). A timocita ekkor nem
torlédik azonnal, hanem migracidja soran tovabbi APC foképp DC sejtekkel talalkozik (59).
Ekoézben a vandorlds sebessége ¢és kiterjedése csokken, végiil egy 30 pm-nyi, Un.
,confinement zone” teriiletre korlatozodik (60). Ekkor folyamatosan tjra talalkozik azokkal a
TRA-kal, amelyek alapjan autoreaktivnak bizonyult, a negativ szelekcio igy biztositja, hogy
az autoimmun timocita a legmagasabb megbizhatosaggal bizonyuljon autoreaktivnak (59). A
medullaban egy timocita hozzavetdlegesen 500 DC sejttel talalkozik 4 napos tartdzkodasa
soran (59,60). Vizsgalatok alapjan a negativ szelekcidhoz elegendé 5 DC sejttel valo
talalkozas (60). Két ora elteltével aktivalodik a kaszpaz-2 enzim, majd ujabb 3 d6raval késébb
mar mutatkoznak a sejthalal elsé jelei (59). Novekszik a timocita membranpermeabilitasa, a
kromatin struktiraja valtozik, a mitokondriumok szétesnek (59). Ezt kdvetden megindul a
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nuklearis kondenzacio, végiil foszfatidil-szerin (phosphatidil serin, PS) molekulak a membran
belsé oldalarol a kiils6 sejtfelszinre jutnak, mely egy jelzés a makrofagoknak, elkezdhetik a
sejtfragmentek eltakaritasat (59).

A vizsgalat tisztazta azt a kérdést, hogy alacsony vagy magas TRA koncentracio sziikséges a
timocita apoptozisahoz. Alapesetben az AIRE-fliggé sajat TRA antigének kis
koncentracioban vannak jelen a timuszban, igy valdsziniitlen, hogy mindenképp magas
(59). A vizsgalat soran alacsony TRA peptid koncentracio is elegendd volt arra, hogy leallitsa
a timocita migraciot az Un. ,mindent-vagy-semmit” elv alapjan (59). A timocita abban a
pillanatban, ahogy taldlkozik a negativ szelekciot eldidézé liganddal (peptiddel, sajat test-
antigénnel) kalcium jelatviteli Gtvonalak nyilnak meg majd a migracio fokozatosan leall, de
ennek mértéke fiigg attdl, hogy a kapott jel eréssége mekkora (59). Nagy koncentracioja
liganddal valé taldlkozéas sordn az APC stimulusa nagymértékii €s néhany o6ran beliil a
APC stimulusa kismértékii és a timocita motilitisa megjavulhat, visszanyerheti eredeti
mozgékonysagat és folytathatja a csecsemdmirigy kdrnyezetében a mintavatelt egészen addig,
amig az apoptozis és fagocitdzis folyamatai el nem érik (59). Mas szdoval, az alacsony
megpecsételi a timocita sorsat (59). Nagymértékben nem lassitja le, igy a timocita tovabb
mintavételezi a medulldris kornyezetet egészen addig, amig a fagocitdk meg nem jelennek,
melyek bekebelezve megsemmisitik a haldoklo timocita sejtstruktarait (59).

A vizsgalat arra a kérdésre is valaszt adott, hogy melyik folyamat kezdddik eldbb, a
fagocitozis vagy az apoptozis? Megfigyeléseik alapjan arra jutottak, hogy maga a timocita éri
el a helyben 1év0, szesszilis fagocitakat nem pedig forditva (59). Ezek a sejtek felismerik a
timocitak kaszpaz-3 aktivacigjat és sejtfelszini PS szignéljait, mely jelzés felhivas a
bekebelezés elkezdésére (59). In vitro eredményeik azt mutattak, hogy a haldoklé sejtek belsé
antigénjeiket sokkal jobban 6rzik, mint azt eddig gondoltak, vagyis a fagocitak bekebelezik a
timocitat az apoptdzis elején, még a timocita membranjanak atszakadésa, a végleges nuklearis
kondenzacio elétt (59). Ezt kiegészitve feltehetdleg egy fagocita is prezentalhat TRA antigént
(59).

Kirsten és mtsai. vizsgalataban a timocita apoptozisanak tovabbi szerepléit fedezték fel (61).
Meghatéroztdk, hogy a pozitiv szelekcio Ca™ -fiiggd foszfataz calcineurint igényel, mig a
negativ szelekcio proapoptotikus Bcl-2 csaladhoz tartozé Bel-2-vel reagald sejthaldl mediatort
(Bcl-2-interacting mediator of cell death, Bim) (61). Eredményeik azt mutattak, hogy a Bim
expresszio €s Ca2+-szignalizéci(’) sziikséges a negativ szelekcidhoz. Ca®* sziikséges a Bim
indukciojahoz, ebbdl kovetkezik, hogy a Bim transzkripcidt a protein kinaz C ut inditja (PKC)
de nem igényli c-Jun N-terminalis kinaz (JNK), mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK), p38
¢s a MEK/ERK szignaltranszdukcios utvonalakat (61). A vizsgalat soran azt talaltak, hogy
egy transzkripcios faktor, a forkhead box O3A (FOXO3A) iranyithatja a Bim transzkripciot
(61). Nem-obéz diabéteszes (Non-obese diabetic, NOD) egerek microarray eredménye
igazolta, hogy mutacio vagy SNP kovetkeztében a Bim mRNS képzése valamint a
kovetkezményes timocita apoptozis zavart szenved a negativ szelekcid sordn, vagyis az
autoreaktivnak bizonyult éretlen T-sejt nem torlédik (61).

A torlésre itélt timocita apoptozisanak tovabbi kdzponti szerepldje a Schnurr-fehérje (ShnZ)
vagy masik nevén Hivep2 egy fontos "sejthalal-csillapitd" (death-dampener) (62). Shn2™
egerek DP timocitai pozitiv szelekcios inditd jelek hatdsara nem pozitiv, hanem negativ
szelekcion mennek keresztiil (62). Mas szdéval, normal esetben pozitiv szelekcio alatt a
timocita TCR receptoraval felismeri, és kis affinitassal koti az MHC receptoron prezentalt
TRA-t, ezt kovetdéen SP timocitava valik és beléphet a medullaba, hogy a rendszer elvégezze
rajta a negativ szelekcios 1épéseket (62). Shn2” egerek esetében a kis affinitasu kotédés soran
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az érésben 1évo timocitat a rendszer nem viszi tovabb az érésben, hanem negativ szelekcioval
lebontja (62). Egészséges, Shn2-t expresszald egyedekben tehat a protein szerepét tigy kell
értelmezni, mint egy féket, mely biztositja, hogy a pozitiv szelekci6 alatt az egészséges
timocita le ne bontddjon negativ szelekcidval (62). Sejthalal-csillapitd hatasat az is bizonyitja,
hogy az Shn2 szintek az MHC-TRA és TCR kis affinitasu kapcsolodasakor emelkednek,
pajzsként biztositva az egészséges, nem autoreaktiv timocita védettségét a pozitiv szelekcid
alatt (62). Mindezekbdl kovetkezik, hogy a Schnurr-fehérje az egészséges timocita lehetséges
6rzbje, egy Orszem, mely védettséget jelent az egészségesnek bizonyult az érésben 1évo T-sejt
szamara, mely protektiv hatds egészen a medullaris folyamatok megkezdéséig kiséri a
timocitat (62).

Az autoreaktiv, éretlen T-sejt klonalis torlésére tehat a kovetkezd megallapitasok tehetdek:
TRA ligandokkal valé talalkozast kovetéen megemelkedik az intracelluléris ca®
koncentracié; a timocita motilitasa térben ¢és iddében csokken majd ledll; alacsony
halalraitéli a timocitat, mely a sejthalal megkezdéséig a medullaris kdrnyezetet mintavételezi;
a folyamat utolsé 1épéseként elészor fagocitak kebelezik be a haldokld timocitat majd csak ezt
kovetden kezdddnek meg a klasszikus apoptopikus [épések, gy mint a membran atszakadasa
¢s a végleges nuklearis kondenzacio (59-62).

1.1.2. Az érett timocitak kijutasa a perifériara

Miutan azon T-sejtek, melyek talélték a negativ szelekcidt, vagyis valtozatlanul kis
affinitassal vagy egyaltalan nem kotddtek az MHC receptoron prezentalt TRA peptidekkel,
felsorakoznak a CMJ perivaszkularis tér kapillarisainak mentén egyvonalban. Innen
megkezdik emigraciojukat, melynek soran diapedezissel attérnek és belépnek a periférias
keringés kapillarisaiba, ahol készek az adaptiv immunvalaszra (63,64). Ehhez a kijutashoz
alapvetd fontossagu a sphingosine-1 phosphate (S1P) ligandfehérje, melyet CD4" és CD8"
érett, naiv T-sejtek termelnek a feliiletiikon (63). S1pl” egerek embrionalis éllapotban
elpusztultak vaszkularis defektusban (63). Tovabba S1pl” egereknél a T-sejtek hianyoztak
minden periférias nyirokszervbdl dacara annak, hogy a timusz jol mikodott (63). Az S1P1-
nek a transzkripciojat a Krupper like factor2 (KFL2) transzkripcids faktor iranyitja, melyet
pedig az ERKS szignalizacio kapcsol be mar magzatkorban (64). Ez eredményezi azt, hogy a
pozitiv szelekciot kovetden csak késve, hozzavetdlegesen 4 nappal aktivalodik a KFL2 és
altala az S1P1 (64). Azt is megallapitottak, hogy az IL-7 stimulacié az ERKS5 foszforilacidjat
okozta, ami egy olyan modellre utal, amelyben az IL-7 jelatvitel aktivalja az ERKS5-6t és
indukalja a KLF2 expressziojat (64). Az IL-7 jelek DP timocitakban aktivan elnyomddnak és
a pozitiv szelekciot kovetden ujra érzékenyek lesznek, ami magyarazatot adhat a KLF2
expresszio idozitésére (64,65). Az érett, naiv T-sejtek emigracidja a timuszbol tehat egy
szigoruan rendezett, linearis folyamat melyet egy futdszalaghoz lehetne hasonlitani, szemben
a korabbi elgondolasokkal, melyek szerint a kijutas pusztan eseti és sztochasztikus (65). A
kijutast kdvetden az érett és naiv T-sejtek masodlagos nyirokszervekbe jutnak, ahol a B-
sejtektdl elkiiloniilve varjdk az adaptiv immunvalasz soran a feladatukat. Az antigénnel
torténd kdlesonhatas soran aktivalodnak, proliferalodnak és differencidléodnak CD4" T helper
(Th), CD8" citotoxikus T-sejtekké (Tc), CD4" regulatorikus T-sejtekké (Treg) és CD4™ vagy
CD8" meméria T-sejtekké (Twm) (65,66). Treg sejtek koziil megkiilonboztetiink a timuszbol
szarmazo CD4" és CD25" (natural) nTreg és mas sejtek altal indukalt iTreg sejteket (66). Az
autoimmun betegségek indukcidjat a kozelmult eredményei alapjan a timuszbdl szdrmazd
nTreg sejtek képesek féken tartani (66).
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I.2. Az AIRE szerepe az autoimmun korképek kialakulasaban

1.2.1. In vivo manifesztaciok

Az autoimmunitast koordindlé kdzponti szerv a timusz, igy annak vagy egyes elemeinek
kiiktatdsa autoimmun betegségeket okoz. A sziiletést kovetd 3. napon, a neonatédlisan
timektomizalt expreimentalis egerek esetében leggyakoribb a szervspecifikus autoimmunitas,
azon beliil is az autoimmun gasztritisz, melyet a H'/K" ATP4az ionpumpa mint autoantigén
ellen az autoreaktiv CD4" T-sejt altal termelt autoantitestek okoznak (67,68). Feltételezések
szerint az ok az lehet, hogy a timektomizalt egér képtelen az autoreaktiv CD4" T-sejteket
eltavolitani. Az autoreaktiv T-sejtek kis populacidja igy kolcsonhatasba 1ép az APC sejtek
MHC receptorain megjelend sajat antigénnel, melynek megfeleléen aktivalodik és
proliferalodik. Ezt kovetden nem-limfoid szervekbe vandorolnak, ahol citotoxikus autoimmun
valaszok Utjan elpusztitjak az utjukba keriild célsejteket (69). Mivel timusz hidnyaban nincs
megfeleld mennyigli timusz eredeti, fékentarté nTreg sejt, kialakul az autoimmunitas. Ezt
tdmasztja ald az a megfigyelés, mely szerint kozvetleniil a sziiletést kdvetden, de timektomia
elott javarészt CD4" és CD25" nTreg cirkulal a periférian, mig a 3. napon a timektomiat
kovetden kizarolag CD4" de CD25 nem prezentald sejtek detektalhatoak, vagyis a CD25"
feliileti markert prezentalni képes nTreg sejt nem detektalhaté. Ennek megfeleléen
timektomizalt egérben kevesebb Treg sejt van, mint nem-timektomizaltban (70). Neonatalis
timektémiat a 3. napon kovetheti egyéb autoimmun manifesztacié gy, mint tireoiditisz,
oophoritis, epididimorchitis (71-73).

Az els§ Aire” KO egértorzset 2002-ben hozta 1étre két egymastol fliggetlen kutatocsoport
azzal a céllal, hogy megvizsgaljak, ennek a génnek a hidnya mennyiben érinti a centralis
toleranciat. Anderson és mtsai. Aire” egerek exon 2-es régiojat deletaltak, Aire” egerek erre a
mutans allélra nézve homozigotdk (74). A szekvenciaelemzés igazolta, hogy gén
transzkriptjei rovidebbek a deletdlodott exon régionak megfeleléen és ezekbdl a
transzkriptumokbol nem keletkezhetett funkcionalis fehérje, mivel a deletalodast kovetden az
exon 1 és 3 abnormalis, egymas melletti elhelyezkedése frame shiftet valtott ki (74). A
hianyz6 AIRE fehérje szdmos szervben nagymértékii limfocita infiltraciot eredményezett tigy,
mint a m4j portalis tereiben, a gyomor parietalis sejtjeiben és a retinaban (74). Ezen struktarak
autoantigénként detektalodtak, citokineket és autoantitesteket termeltek elleniik a T-sejtek.
Microarray vizsgalatok soran azt talaltdk, hogy az AIRE hianyaban nem termel6dott
megfeleld mennyiségii és Osszetételli TRA készlet (74). Amikor csontveldsejteket iiltettek vad
tipusa Aire'* és Aire 7 egerekbdl letalis dozissal besugarzott Aire™* és Aire 7 egerek
csoportjaiba szervi infiltraciot és humoralis autoimmunitast kizarolag az Aire " recipiensben
talaltlak fliggetleniil annak allapotatol (74). A masik kutatocsoport, Ramsey és mtsai. 2002-
ben hozta létre az AIRE KO egérpopulaciot. Ennek sordn az APECED betegséget okozo
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¢s a mellékvesék atrofiajat, sterilitast és szervspecifikus keringd autoantitesteket figyeltek
meg (75). A harmadik Aire KO egér modellt 2005-ben hoztak Iétre, itt exon 5-12-es régiot
céloztdk meg. Fenotipust tekintve az egerek CD4" sejtjei autoreaktivnak bizonyultak az alfa-
fodrin ellen, mely a késébbiekben Sjogren-szindroma kivaltd autoantigénjének bizonyult (76).
meg (76). 2009-ben az APECED-et okoz6 masodik leggyakoribb mutaciot mimikaltak az
exon 8-os régi6 13 bp-nyi deletalasaval, mely a PHD domén kodolohelye, aminek
segitségével az AIRE partnerkomplex leolvassa a kromatin H3K4mO0O motivumat, mely a
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TRA-expresszido megengedd epigenetikus kulcsjelzése (15,27,77). Szervspecifikus limfocita
infiltracid, szdmos szerv elleni autoantitest termelés és him sterilitds volt megfigyelhet6 (77).
Az APECED egyik kornyezeti kivalto oka a Candida albicans fert6zés, igy megvizsgaltak
exon 8 Aire 7 egerek oralis és szisztémas fertdzése eléidézi-e a betegséget. Fertézott és nem
fertdzott egyedek kozott nem mutatkozott kiilonbség a betegség fogékonysagat tekintve (77).
Dacéara annak, hogy az Aire 7 KO-egerek jol mimikaltdk a human APECED-et okoz6
mutacidkat, vizsgalatok kiilonbséget mutattak ki immunpatogén mechanizmusokban ¢és
tinetekben az APECED-ben szenved6 emberekhez képest. Az egyik jelentOs kiilonbség az,
hogy egyik Aire " egérmodell sem produkalta a klasszikus human APECED tiineti
mintazatot, kevésbé sulyos fenotipust mutattak. Tovabba Aire-deficiens egerek nem termeltek
ugyanolyan autoantitesteket, mint az APECED betegek valamint nem tdmadjak meg a
betegek altalaban érintett szerveit. Példaul, Aire 7 egereknél gyakran a majat tdmadjak meg,
APECED betegeknél ez ritkan fordul el6 (74-77).

Az in vivo tiineti inkonzisztencia orvoslasara Ossart és mtsai. hoztak 1étre 2018-ban az elsé
patkany Aire 7 tdrzset, melynél iranyitott Aire gén specifikus deletaldst embriokban cink-ujj
nukledz technologiaval érték el (78,79). Ennek eredményeként a patkanyok produkéltik a
jellegzetes APECED tiineteket, mint példaul ektodermalis disztréfia (alopecia, vitiligo,
koromsorvadas). Szervek tekintetében atfedést mutattak a human APECED-érintett
szervekkel (pankreasz) és a szervspecifikus autantitestekkel ugy, mint I-es tipust interferonok
(IFN) és interleukin-17 (IL-17), igy a torzs egy APECED allatmodell, melyen lehetséges
terapias megkozelitések vizsgalhatok (79).

Sjogren-szindroma (SS) modellezésére — mely egy kronikus, autoimmun exokrinopatia sulyos
szaj- és szemszarazsaggal — Chen és mtsai. szintén létrehoztak a human tiineteket produkai)}/(:)r
torzshoz képest a deletaltak eltérd innervaciot, lakrimalis produkciot és MISTI+ sejtek
nagymértékli csokkenését produkaltdk, mely tlinetek konzisztensek human Sjogren-
szindromaval (80).

AIRE KO/BALB/cAnNCrICrlj (AIRE KO/BALB/cAnN) egerek kivaldan mimikaltak a human
autoimmun gasztro-pankreatitiszt, melynél limfocita infiltraciot szervspecifikus autoantitest
termelést detektaltak, 2-es tipusu izomeraz-asszocialt diszulfid protein (protein disulfide
isomerase-associated 2, Pdia2) autoantigén ellen, melyet tipikusan a gyomor és a
hasnyalmirigy termel immundeficiens betegeknél (81).

Alopecia areata (AA) — mely egy hajhullast okozd, gyogyithatatlan autoimmun betegség —
modellezésére exon 2, intron 1 és 3-as régio deletasaval 2023-ban létrehozott C57BL/6J Aire”
. egérmodellt alkalmaztak, mely egerek kozel 62%-a abban a pozicidban produkalta a
tiineteket ahol az AA betegek (82).

Reumatoid artritisz (RA) tanulmanyozasara Campbell és mtsai. 2009-ben hoztak 1étre Aire -
C57BL/6 egértorzset, melynél az exon 8-as régiot deletaltak. Kollagén indukalta artritiszt
(collagen induced arthritis, CIA) vad tipusu (Aire +/J') ¢és deficiens (Aire ‘/') populécidban
csirke tipust II-es kollagén (type II collagen, CII) injektalasaval érték el. Aire - egerek sulyos
artritiszt produkaltak, abnormalisan magas anti-CIl immunglobulin (1gG) szinttel,
hozzévetdlegesen tizszerese a vad tipusu szérum anti-CII IgG értéknek (83). Tovabba a két
kisérleti csoportbol, az AIRE deficiens egyedek izolalt mTEC sejtei szignifikdnsan
alacsonyabb (p<0,0001) mértékben expresszaltak CII TRA-t, ennek megfeleléen vad tipusban
a Cll-vel szembeni tolerancia nagyobb mértékiinek bizonyult az iziileti porcban szemben az
Aire egerekkel, melyet az egyes kisérleti csoportokban a CIA mértéke jol tiikrozott (83). A
vizsgalat meghatarozta, hogy az artritiszt el6idéz6, annak CD4" T-sejt és B-sejtes aktivacidja
Aire-dependens (83).
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1.2.2. Human manifesztaciok

Az elmult harminc évben az jsziilottkori nyitott szivmiitét a kritikus velesziiletett szivhibak
kezelésének standard modszerévé valt, amelyet gyakran kisérnek egyre népszeriibb perkutan
beavatkozasok. A velesziiletett szivhibdk korai mutéti beavatkozasai altalaban timektomiat
foglalnak magukban, ami a timusz részleges vagy teljes eltavolitasat jelenti (84). Erintett
ujsziilotteknél ezt a beavatkozast technikai okokbol rendszeresen elvégzik, mivel a timusz
mérete és elhelyezkedése akadalyozhatja a szivhez vald hozzaférést a miitét soran. A timusz
eltavolitasaval a korai posztoperativ iddszakban kikiiszobdlhetd az intrakapszularis infiltracid
altal érintett duzzadt mirigy altal a szivre és a fobb erekre gyakorolt kompresszio kockazata is
(84). Mara a beavatkozast kovetden az ujsziilottek 90%-a megéri a felndttkort, azonban a
sebészeti eljaras immunologiai kovetkezményeir6l viszonylag kevés kovetéses vizsgalat
késziilt. Az egyik legutobbi 2017-ben zarult le, ahol ujsziilottkori timekténidn atesett
gyermekeket kovettek 30 évig illesztett kontroll kiséretében, ahol az esetpopulacio
alacsonyabb T-sejtszamot (0,71x10%L; 2,75x10%L) és megemelkedett Ty aranyt (57,43%;
19,72%) mutatott (84). Autoantigén microarray vizsgalatok soran képzddott autoantitestek az
esetpopulacio 62%-aban, mig a kontrollok 33%-aban volt kimutathatd szérumbol (84). A
témaban Cavalcanti és mtsai. elkészitettek a 2021-ig publikalt kézlemények szisztémas
analizisét, mely alapjan elmondhat6, hogy az 5 év alatti, neonatdlis timektomidn atesett
gyermekek széruméban alacsonyabb szamu CD4", CD8" és Treg sejt volt jelen, alacsonyabb
diverzitasit TCR repertoarral rendelkeztek (85). A neonatdlisan timektomizalt populacié még
egy paraméterben mutatott eltérést, ez pedig a T-sejt-receptor-kivagasi kor (T cell receptor
excision circle, TREC) szintje. A T-sejtek differencialodasat a timuszban a TCR gének
atrendezOdésének hierarchikus sorrendje jellemzi, amely a V, D és J génszakaszok
egyesiiléséhez vezet. Az egyes atrendezddési lépések sordn az atrendez6dd V, D és J
génszakaszok kozotti DNS-toredékek korkords kivagasi termékekként, ugynevezett TREC-
ként, az érési folyamat melléktermékeként vannak jelen, de az érésben mar nem vesznek részt
(86). A TREC-ek nagy idébeli stabilitassal rendelkeznek, a T-sejtek proliferacidja soran
felhigulnak, vérbol torténé mennyiségi kimutatasuk az Gjonnan képzodott T-sejtek illetve a
timusz aktivitdsdnak markereként hasznalhat6. Alacsony szintjiikb6l kovetkeztetni lehet a
nem tul széles TCR repetorarra, mely immun ¢s autoimmun betegségekre jelenthet
fogékonysagot. A technoldgiat szérum hatarértékekkel laboratériumi iranyelvként eldszor
2001-ben Hazenberg és mtsai. dolgoztak ki (87). Azota rutinszerlien hasznaljak ujsziilottek
stlyos kombinalt immundeficiencia (severe combined immunodeficiency, SCID) sziirésére.
SCID-ben szenvedd csecsemdk TREC szintje nagyon alacsony, alig kimutathatd, mely a
funkciondlis T-sejtek hidnyat jelzi. Ugyanakkor korai felismerése lehetové teszi az azonnali
kezelést, példaul a csontveld-atiiltetést, amely életmentd lehet (86). Visszatérve Cavalcanti és
mtsai.-nak 2021-es szisztémas analiziséhez, az 5 év alatti, neonatalis timektomian atesett
gyermekek széruméban szignifikdnsan alacsonyabb TREC szintet mértek a kontroll
csoporthoz képest. Osszefoglalva, jelenleg nem késziilt elegendd kdvetéses vizsgalat annak
tisztazasara, hogy konkrét autoimmun betegségekre jelent-e kockazatot az jsziilttek
timektomiaja, mindenesetre a T-sejt repertoar kiilonbozdsége és az alacsonyabb TCR
repertoart jelentd alacsonyabb TREC szint a centralis és periférias tolerancia lehetséges
érintettségére enged kovetkeztetni (85). Felndttkori timektonidn atesettekrdl a legatfogdbb 5-
éves kohorsz vizsgalatot Kooshesh és mtsai. készitették el 2023-ban (88). Ennek sordn olyan
felndtt betegeket vizsgaltak, melyek kardiologiai sebészeti eljarason estek at, exponalt
csoportot itt a timektomizalt felnbttek jelentették (1420 £6), mig az illesztett nem exponalt
csoport (6021 f0) jelentette azon egyének csoportjat, melyek esetében a sebészeti eljaras
kovetkeztében nem volt sziikség timektomiara (88). Sebészeti beavatkozast kdvetd 5-éves
periddusban az Gsszes halaloki kimenetre a relativ rizik6 (RR) értéke 2,9 (95%-0s konfidencia
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intervallum, 95% confidence interval, 95%CI 1,7-4,8) (88). Timektomizalt felnéttek a nem
exponaltakhoz képest szignifikansan alacsonyabb CD4" és CD8" sejtszamot és az azokhoz
tartoz6 TREC szintet produkaltak. Exponalt csoport CD4" sejthez kotott TREC szintje
1451/ug DNS szemben a nem exponaltlak 526/ug DNS (p = 0.009) szintjével (88).
Timektomizalt felnéttekre jellemz6 volt a proinflammatorikus citokinek magasabb szintje. A
teljes kohorszban az autoimmun betegségek kockazata nem mutatott kiilonbséget az egyes
csoportokban (RR=1,1, 95%CIl 0,8-1,4), de ha a preoperativ autoimmun betegségtol,
daganattol és infekciotol mentes alcsoportot képeztek, a posztoperativ autoimmun betegségek
kockazata szignifkdnsan magasabb volt a nem exponaltakhoz képest (RR=1,5, 95%CI 1,02-2-
2) (88).

APECED (autoimmun poliendokrinopatias- kandidiazis)

Az AIRE fehérjét kodolo szekvencidban eléforduld funkciovesztéses muticiok az esetek
tobbségében APECED betegséget manifesztalnak. A rendellenesség egy ritka monogénes,
autoszomalis recessziv, autoimmun poliendokrinopatids-kandidiazis ektodermalis disztrofia
(autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis ectodermal dystrophy, APECED) vagy mas
néven l-es tipust autoimmun poliendokrinopétia szindroéma (autoimmun polyendocrinopathy
syndrome type 1, APS-1). A betegség kivalté oka a mutaciéo miatti AIRE fehérje defektus,
melynek eredményeként az érésben 1évo timocitdk koziil az autoimmun példanyok a negativ
szelekcio hianyaban nem valogatodnak és torlddnek ki, hanem autoimmun naiv T-sejtekként
kijutnak a periféria (90). Eddig tobb 100 betegséget okoz6 nonszensz €és misszensz mutaciot
irtak le. Ezek koziil 5'-3' irdnyban a kovetkezé domén-kodold régiok mutécidit érdemes
kiemelni. CARD/HSR régi6 mutacioi, p.L28P és a p.L29P-t, melyek dontd fontossaguak a
szerkezeti integritas szempontjabol, gatoljak a nuklearis lokalizaciot és az AIRE altal
kozvetitett transzkripciot, mig a p.K83E enyhébb hatist gyakorol a transzkripcidra és a
lokalizaciora, valoszintileg a fehérje-fehérje kolesonhatasok  kotOhelyeinek
megvaltoztatasaval, ami magyarazatot adhat a perzsa zsidoknal megfigyelt enyhébb betegség
fenotipusra (90). A SAND régi6 fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaért és a DNS
kotodésért felelds, itt szamos populacié specifikus mutacio megtalalhato gy, mint a
szardiniai vagy a finn tipus. Populdcidsan a leggyakoribb az R257X — vagy 0j nevén
C.769C>T —, melynek hatdsara az exon 6-os régid citozinjanak helyére timin keriil. Ennek
kovetkezménye, hogy a 257. aminosav mely arginin (R257), stop (terminacios) kodonna (X)
alakul, funkcioképtelen fehérjét eredményezve (90). A p.K237A, p.K253A, p.K253E,
p-R257A pontmutaciok hatisara a fehérje a citoplazméban halmozddik fel ahelyett, hogy a
sejtmagba transzportalédna (90). 2023. novemberében fedezték fel a leghjabb, ¢.260 T>C
névre hallgatd AIRE misszensz mutéciot, melynek soran az Exon 2-es CARD régidban a timin
citozinra szubsztitualddik, ennek poszttranszkripcidos kovetkezményeként a 87. aminosav
oldalldncon a Leucint Prolin helyettesiti (91). Az eredmény egy csonkolt, funkcidképtelen
AIRE fehérje, mely a 6 éves paciens esetében hypergammaglobulinémiat, malabszorpcios
szindromat, ektodermalis diszplaziat, mukokutan kandididzist, vitiligét €s hipotiroidizmust
okozott, tovabba szérumdban anti IFN-o autoantitesteket talaltak mely tovabb erdsitette az
APECED diagnozisat (91).

Az AIRE génben eléforduld funkcidvesztd mutaciok eredményeként defektust szenved a
centralis tolerancia negativ szelekcidja, melynek soran a preifériara olyan felszini TCR-rel
rendelkezd naiv T-sejtek jutnak ki melyek autoreaktivitidst mutatnak. Késébb ennek
megfeleléen autoantitest termeléssel reagalnak a sajat-antigénekkel torténé talalkozast
kovetden (89). Ezek koziil a TRA-k koziil szamos meghatarozasra keriilt, melyek koziil a
leggyakoribb KH domain containing 3 like, subcortical maternal complex member
(KHDC3L), regulatory factor X6 (RFX6) és kolipaz (90). Autoreaktivitas ennél a betegségnél
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nem kizarolag a sajat TRA szoveti antigénekre terjed ki, hanem citokinekre is ugy, mint IFN-
csalad és Interleukin-17 (IL-17), mely az APECED betegek 95%-aban kimutathat6 (90). IFN-
o ¢és -a 13 szubtipusa ellen termelt autoantitestek az APECED betegek 95%-aban
kimutathat6. Az IFN-o ellen termelt autoantitest tovabbi érdekessége, hogy magas
szenzitivitassal ¢és specificitassal kimutathatdo ujsziilttekben még a klinikai tiinetek
kialakulasa el6tt (90).

Az elsO esetleirast 1929-ben publikaltak, ahol a kozlemény egy olyan négy és fél éves
kislanyrél szamolt be, aki kronikus tetanids gorcsoktol, hipoparatiroidizmustol, oralis
gombafertdzéstdl és szaruhartya fekélytdl szenvedett (92). Magat az APECED kifejezést egy
1980-ban publikalt esetet kovetden kezdték hasznalni (93). Diagndzisa az un. Whitaker-
triaddal torténik, melynél a kronikus nyalkahdrtya kandididzis, hipoparatireoidizmus ¢és
mellékvesekéreg-elégtelenség egyiittallasa jelenti az APECED meglétét (92). Prevalenciaja az
eurépai  és  észak-amerikai  populacioban  1:100000-200000.  Genetikailag izolalt
populaciokban magasabb, mint példaul az irani zsidok (1:9000), a finnek (1:14 000) ¢és a
szardiniaiak (1:25 000) (94). Az els6 tiinet altalaban a kronikus mukokutan kandididzis, mely
atlagosan 5 ¢éves korban fordul el6, a diagnosztikus tridd maésik két tagja —
hipoparatireoidizmus ¢és mellékvesekéreg-elégtelenség — 3-5 és 11-15 éves korban fordul elé.
Sziiletéskor varhato atlagos élettartama 40 év, nemek eloszlasaban nincs kiilonbség (94).
Leggyakoribb komorbiditasa az I-es tipusu diabétesz mellitusz, melyet csokkend sorrendii
eléfordulasi gyakorisaggal: autoimmun hepatitisz, gasztritisz, alopecia areata, psoriasis és
vitiligo kovet, RA komorbiditasa 1-2% (94). Hipoparatireoidizmust oralis calcitriol
szupplementaciéval, mellékvese elégtelenséget gliikokortikoid ¢és mineralokortikoid,
kandidiazist antifungalis szerekkel pl. fluconazollal kezelik. A betegség sajatos
megnyilvanuldsa és sulyossdga minden egyes betegnél mas ¢és mas, igy terdpidja
nagymértékben egyénre szabott (94).

1.2.3. AIRE allélpolimorfizmusok autoimmun kérképekben

Az elsé vizsgalat mely az allélpolimorfizmusokat 0Osszefliggésbe hozta a centralis
toleranciaval Lovewell és mtsai. publikaltak (95). Ennek soran az AIRE promotert €s a TSS
régiojatol  5' iranyban egy 591 bp-nyi szakaszt vizsgéltak illetve Ilehetséges
allélpolimorfizmusok AIRE transzkripciora mért hatasat. Human limfocita DNS vizsgalatara a
denaturald nagy hatékonysagu folyadékkromaotografia (denaturing High-Performance Liquid
Chromatography, dHPLC) modszerét alkalmaztdk (95). Ezekben a régioban keét
allélpolimorofizmust talaltak AIRE-655R (rs117557896) és az AIRE-230Y-t (rs751032), mely
régidkat pCR2.1 TA vektorba ligaltak és TOP10 sejtekbe transzfektaltak (95). Minden egyes
promotervaltozatot a luciferdz riportergén elé, a pGL3-basic vektorba klonoztdk, hogy
1étrehozzanak egy AIRE riporterkonstrukciot (95). A transzkripcios vizsgalat eredménye az
lett, hogy az AIRE-655G AIRE-230T allélpolimorfizmusok alkotta genotipus esetében a
promoéter aktivitas nagyon alacsony mértéki, szinte alig kimutathat6, mig AIRE-655G AIRE-
230C genotipus a legmagasabb értéket produkalta. Az érdekessége a vizsgalatnak, hogy ez
altal kimondhat6, adott 16kuszok allélpolimorfizmusai alkotta genotipus képes a transzkripciot
oly mértékben befolyasolni, hogy az expresszid alig vagy egyaltalan nem kimutathat6 (95).
Vagyis amennyiben ez lehetséges, akkor az is kimondhato, hogy genotipusonként a centralis
tolerancidt meghatarozd negativ szelekcido ujsziildttkorban egyénenként eltérhet és adott
allélpolimorfizmusok alapjaiban hatarozhatjdk meg annak hatékonysagat, alacsony AIRE
expressziot produkald genotipus emelheti az autoimmun megbetegedések inicidciojat mar a
posztnatalis id6szaktol.

26



Az els6 AIRE allélpoimorfizmussal kapcsolatos molekuléris epidemiologiai vizsgalatot 2002-
ben Tazi-Ahnini és mtsai. végezték el alopecia areata autoimmun betegségek vizsgalva (96).
A Kkorlefolyds soran T-sejt populacid szlirédik a follikulusokba, melyek autoantitest és
citokintermeléssel kopaszodast idéz el6. Ennek egy sulyos fajtajanal - alopecia universalis -
azt talaltak, hogy a G961C allél frekvencidja a 202 betegnél szignifikanskan magasabb a 175
kaukazusi kontrollhoz képest (96). Szisztémas szklerozis (SSc) vagy mas néven szkleroderma
egy komplex autoimmun betegség, amelyet fibrozis, vaszkuldris rendellenességek ¢és
immunrendszeri aktivacio jellemez T-sejt infiltraciéval és B-sejt aktivacidval, melynek
kovetkezménye autoantitest és citokin termelés (98). 2007-ben 41 SSc beteg és 100 kontroll
vizsgalatanal Ferrara és mitsai. azt talaltdk, hogy G11107A allélikus intron-polimorfizmus
esélye szignifikdnsan magasabb a betegpopuldcioban. Az Osszefiiggés még erdsebbnek
mutatkozott az SSc populacion beliili autoimmun tiroiditisz-alcsoportban (97). Autoimmun
bérbetegség, a vitiligoval valo Osszefiiggést 2008-ban fedezték fel Tazi-Ahnini és mtsai (98).
86 beteg ¢s 363 kontroll vizsgalatakor az AIRE 7215C allélja szignifikdnsan magasabb
eséllyel volt jelen a vitiligo betegpopulacidjaban (odds ratio, OR=3,12; 95%CI 1,87-5,46;
p=1,36 x 10™) (98). AIRE allélpolimorfizmus miatti nem megfelel§ hatékonysagu centralis
tolerancia, hatassal lehet a szervezet azon képességére, hogy a tumorsejteket és azok
antigénjeit felismerje és elpusztitsa. Conteduca és mtsai. arra voltak kivancsiak, hogy
kapcsolatban allhatnak-e bizonyos allélpolimorfizmusok melanomaval (99). 2010-es
vizsgalatukban inverz asszociacio részeként a rs1055311 (C8385T), rs1800520 (C8723G) és a
rs1800522 (T16366C) allélja szignifikdnsan gyakoribbak voltak az egészségesekben, mint a
melanomas betegeknél, fiiggetleniil a nemtdl, az életkortél és a melanoma stadiumatol,
sugallva az allél esetleges protektiv hatasat (99). Autoimmun alapu stlyos izomgyengeséget,
myasthenia gravist 2017-ben hoztak Osszefiiggésbe Zhang és mtsai. egy kinai eset-kontroll
kapcsan, melynél az rs3761389 G-allélja illetve az erre az allélra homozigdta genotipus
szignifikansan magasabb eséllyel volt jelen a betegeknél a kontrollhoz képest (OR=1,68;
95%ClI 1,14-2,48; p=0,027) (100). A mellékvesekéreg autoimmun pusztulasaval, az Addison-
korral 2018-ban sikeriilt inverz asszociaciot talalni (101). Az rs2075875 C-, rs2075876 A-,
rs62220374 G-, rs9983695 C-allélja szignifikansan magasabb eséllyel volt jelen a
kontrollpopulacioban, ezek az allélok protektivnek bizonyultak a betegséggel kapcsolatban
(101). Szisztémas lupusz eritematézusz (SLE) esetében az immunrendszer tévesen
megtamadja tobb szerv szdveteit az egész testben, kiilondsen a bdrt, a veséket, az agyat és az
iziileteket. Ezt a ritka autoimmun betegséget 2021-ben hoztak Osszefliggésbe a timocitak
negativ szelekcigjat irdnyitd, AIRE fehérje expressziojat meghataroz6 intron 5-0s régidoban
talalhatd rs2075876 A alléljaval, mely protektivnak bizonyult az esetcsoportban (OR=0,16,
95%CI1=0,09-0,28) (102). Végiil az AIRE all¢lpolimorfizmusok terén a legutébbi molekularis
epidemiologiai  eredményt 2023-ban publikaltdk és taldltak Gsszefliggést immun
trombocitopénids purpura betegséggel, mely autoimmun folyamatok altal okozott, autoreaktiv
trombocita pusztulds kovetkeztében kialakuld vérzékenység (103). Ebben a rendellenességben
genotipus jelenti a kockazatot (OR=4,299; 95%Cl 1,650-11,202; p=0,003) (103). Ahogy
latjuk, ezen autoimmun betegségek esetében tomegével nem készitettek asszociacios
vizsgélatokat. Szakirodalom szerint viszont egy autoimmun betegség Osszefiiggését
kiterjedten vizsgaltdk az AIRE kodolo régio allélpolimorfizmusaival, ez pedig a reumatoid
artritisz (RA). A kovetkezd fejezetben attekintjiik az ezzel kapcsolatos szakirodalmat.

1.2.3.1 AIRE allélpolimorfizmusok és a reumatoid artritisz

27



Az RA egy gyakori autoimmun betegség, amely kronikus iziileti gyulladassal jar. Az ebbdl
ered0 szimmetrikus, poliartikularis artritisz extraartikularis szovodményekkel kombindlva
2011-ben genomszintli asszociacios vizsgalat keretében el0szor Terao és mtsai vizsgaltak
(104). Ennek soran 5415 RA és 6489 azsiai kontroll korében 277 420 SNP vizsgalatakor azt
talaltak, hogy az intronrégidban 1€vo rs2075876 A- és rs760426 G-allélja és ezen allélok
alkotta homozigdta genotipusok szignifikinsan magasabb eséllyel van jelen a
betegpopulacioban (OR=1,18; 95%CI 1,11-1,24;p=3,6x10°; OR=1,16; 95%CI 1,10-1,22;
p=4,4 x 10®) (104). Tovabbi eredményeikben publikaltdk, hogy az rs2075876 splicing
régidban foglal helyet, az AA genotipus jelenlétében az expresszid szignifikansan
alacsonyabb (p=6,8x10) szemben a GG genotipussal, mely eredmény felveti annak a
lehetdségét, hogy a betegségre vald Kkitettség mar ujsziildttkorban elkezdddik, a nem
megfeleléen mikodé negativ szelekcio altal (104). Hasonld eredményt értek el spanyol,
japan, kinai, egyiptomi vizsgalatok soran melyek dontd tobbsége eset-kontroll vizsgalat.
Osszességében elmondhatd, hogy maguk az allélpolimorfizmusok alkotta genotipusok
nagymértékben hozzajarulhatnak az AIRE eXxpresszid alakuldsdhoz, mint azt Lovewell és
mtsai.-nak vizsgalataban lattuk, képesek alacsony expressziot eredményezni, mely az
immunologiai tolerancia esetében az ujsziilottkori negativ szelekciot alapjaiban hatarozhatja
meg (95). Alacsony AIRE expresszié esetén, magasabb valdszinliséggel keriilhetnek ki
autoreaktiv CD4" effektor sejtek a periféridra, melyek autoantigén jelenlétében elindithatjak a
betegség iniciacids szakaszat mar ujszilottkorban (106).

1.3. Reumatoid artritisz

Az Eurépabél és Eszak-Afrikiabol szarmazé 6si  csontvazmaradvanyok vizsgalata
egyértelmiien kimutatta az iziileti gyulladas kiilonb6z0 tipusait, beleértve az osteoarthritist,
koszvényt és a Bechterew-kort. Erdekes modon a kisiziiletek csont-porc hatarfeliiletén a
marginalis erozidval jarod, hatarozott reumds elvaltozasok feltlinden hianyoztak. Ezzel
szemben az évezredekre visszanyuld 6si mintakon végzett vizsgalatok kimutattak a reumas
iziileti gyulladas egyértelml jeleit az észak-amerikai indidn torzseknél. Jelenleg az RA
prevalenciaja tovabbra is feltlinden magas ezekben a régiokban, egyes csoportokban az
egyének tObb mint 5%-at érinti. RA-t Europaban eldszor a 15-17. szdzadban figyelték meg a
miivészi  alkotdsokon, kiilonésen a holland mesterek festményein. Ennek egy
legszembetlinObb példdja Jacob Jordaens flamand mester 1630 kortili alkotasa, a La Familia
de Jordaens en un Jardin cimmel. K&zépen elhelyezkedd feleségén - Catharina van Noort -
megfigyelhetoek a kézkozépcesonti €s iziileti duzzanatok (107). Az elsd esetleirast Sydenham
tette kozzé 1676-ban. Bar ezt kovetoen idOszakos esetsorozatokat dokumentaltak, a
betegséget teljes mértékben elismerték, amikor Garrod 1859-ben definialta azt. O nevezte el
,reumatoid” artritisznek, hogy megkiilonboztesse az iziileti gyulladds akkoriban jol ismert
formaitol, a reumas 1aztol és a koszvénytdl. A 20. szazad elejére az RA-t az osteoarthritistol
(,,arthritis deformans”) megkiilonboztethetonek ismerték el. 1957-ben Charles Short 4tfogo és
pontos leirast adott az RA-r6l, amelyben a szeronegativ spondyloarthropathiaktol, a kristalyok
okozta betegségtdl, az osteoarthritistdl, a szisztémds lupus erythematosustol és sok mas
betegségtdl kiilonallo klinikai allapotként hatarozta meg (107).

A reumatoid artritisz (RA) szimmetrikus poliartikuléris iziileti gyulladas, amely elsdsorban a
kéz és a lab kis diarthrodialis iziileteit érinti. A tiineti stddiumban infiltralod6 autoreaktiv
CD4" effektor T-sejtek (Thl, Th2, Thl7), plazmasejtek és autoantigén ellen termelt
autoantitestek - tobbek kozott reumatoid faktor (Rf), anti-ciklikus citrullinalt peptid antitest
(anti—cyclic citrullinated protein antibody, aCCP) - jellemzik (108). Besziirédve az iziileti
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tokba a CD4" sejtpopulacid citokineket, IFN-y és IL-17-et termel és a makrofagokkal
kardltve, egyiitt a felgyiilemlett autoantitestek alkotta immunkomplexekkel szinovitiszt és a

szinovialis sejtek ndvekedését valamint heges kotdszovet (pannusz) kialakulasat eredményezi
(108).

1.3.1. Kialakulasanak stadiumai

Az RA kialakuldsa egy tobb szakaszon keresztiil torténd progresszidoként értelmezhetd,
amelyek mindegyikét kiilonbozé klinikai €és patologiai jellemzok jellemzik. A fejezet soran
egészen az ujsziilottkortdl indulva probaljuk meg felfejteni a kivaltd okokat egészen a késoi
tiinetek megjelenéséig. Ennek megfelelden az RA kialakulasat immunbioldgiai szempontbol 3
szakaszra osztjuk: inicialis, centralis és késdi destruktiv szakasz.

1.3.1.1. Inicialis szakasz

Az RA ezen fazisat nevezik kezdetinek, gyakran ,,preklinikai” vagy ,.korai” fazisnak (109).
Ezt a szakaszt genetikai €és kornyezeti kockdzati tényezok jellemzik illetve kovetkezményesen
olyan immunoldgiai folyamatok elinduldsa, melyek egy ¢élethosszon 4t tartd
kaszkadfolyamatot tartanak fenn. A szakasz megagyaz a késobbi fazisoknak, kitettséget
teremt, melynek talajan a késobbi fazisokban elindulnak olyan immun és autoimmun
folyamatok melyek mar a tiineti fazist jelentik.

1.3.1.1.1. Kornyezeti kockazati tényezok

Az RA kornyezeti kockazati tényezdit az €letmod €s a fizikalis (élettelen) €s a bioldgiai (¢10)
kornyezet adja (109). Dohanyzas a legerdsebb életmoddi kockézati tényezdje a betegségnek.
korlatozodik, vagyis megel6z6 vizsgalatokban ezen alcsoport betegei szignifikdnsan
magasabb  eséllyel dohanyoztak, mint az illesztett kontrollok. A  betegség
pathomechanizmusat tekintve a kockazat mértéke olyan alacsony, hogy klinikai tiinetek
kialakulasanak szempontjabol jelenleg nem relevans, vagyis kijelenteni nem lehet, hogy
szlikséges ¢és elégséges oka a betegségnek (109). Egyéb lehetséges kornyezeti kockézati
tényezok kozé tartozik az alkoholfogyasztas, kavéfogyasztas, oralis fogamzasgatld hasznalata
bar ezen életmodi tényezdk evidencia-hattere jelenleg nem elégséges és ellentmondasosak
(109). Példaul egyes in vivo vizsgalatok szerint az alkohol csokkenti az RA NF-xB
gyulladdsos utvonalainak aktivitdsat, mig masok az ellenkezdjét allitjak, vagy nem talaltak
Osszefiiggést (109). Egyes kozlemények az omega-3 zsirsav lehetséges protektivitasarol
szamoltak be (109). Més vizsgalatok arra jutottak, hogy a magas natriumtartalmu élelmiszerek
fogyasztasa fokozza az RA kockazatat, kiilonosen akkor, ha az étrend, dohényzassal parosul
(120).

Az RA kockazatat befolyasolo fizikai, élettelen kornyezeti kockazati tényezok a kovetkezok
lehetnek a jelenlegi allas szerint. Kristalyos vagy amorf szilicium-dioxiodnak (SiO;) valo
kitettség olyan iparagakban, mint a banyaszat, az €pitdipar és a feldolgozoipar dohanyzassal
parosulva emelheti az RA kockazatat, kifejezetten aCCP™ betegnél talaltak Osszefiiggést
(111). Ttt 11 285 eset és a 15 249 kontrollnal azt allapitottak meg, hogy aCCP™ RA betegek
korében szignifikansan magasabb eséllyel fordult elé SiO, por (OR=1,4, 95%CI 1,2-1,6) és
azbeszt rostnak (OR=1,2; 95%Cl 1,0-1,4) wvaldé kitettség (111). Szénbanyaszok
pneumoconiosisakor megfigyelési vizsgalatok magasabb RA el6forduldsrol szémoltak be
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(112). Kozlekedésbdl szarmazd légszennyezés esetében sem talaltak tiszta Osszefliggést,
ugyanis az RA prevalenciaja és éves incidenciaja is valtozatlan maradt olyan varosokban, ahol
az atlaghoz képest tisztabb a levegd (Stockholm) (113). Tajvani vizsgalatban a légszennyezés
NO, frakcidja mutatott szignifikans Osszefiiggést RA kockazattal (114). Mindezeken kiviil
2006-ban egy dan eset-kontroll vizsgalat szdmolt az alacsony szocio-Okondmiai statuszrol,
mint kockazati tényez6rél (115).

Az RA tovabbi endogén bioldgiai, kockézati tényezdje a menopauzalis vagy mas ok miatti
drasztikus 0Osztrogénszint csOkkenés, mely aldtdmasztja azt a tényt, hogy a betegség
kialakuldsa ndknél gyakoribb (116). Utobbi évek vizsgalatai alapjan elmondhat6, hogy az
Osztrogén protektiv. Elbsegiti az anti-inflammatorikus citokinek (pl. IL-10) és csokkenti a
proinflammatoérikus citokinek (pl. TNF-a, IL-1 és -6) termelddését. T-sejtes regulacidja soran
Treg sejteket aktival, melyek igy az autoimmun Th sejteket klondlisan elnyomjak (116).
Osztrogén fenntartja a csontmatrixot, késlelteti az er6ziot (116). Receptorok utjan kozvetve
részt vesz gyulladiscsokkentd folyamatok promotalasaban (116). Mindezek alapjan az
alacsony Osztrogénszint kockazati tényez6 a betegségaktivitasat tekintve (116). A bioldgiai,
¢l6 kornyezet exogén kockazati tényezdinek kiterjedtebb szakirodalma van, szorosabb
Osszefliggést mutatnak, mint az fizikdlis és életmodi tényezOk. Ezen bioldgiai kockézati
tényezOk a kiilonbozo bakteridlis és virdlis fertézések (117). Természetesen ezek esetében is
nehéz egy adott patogént ugy értékelni, hogy sziikséges és elégséges oka az RA-nak, de
esetiikben az immunologiai Osszefiiggés jelentdsen erdsebb és magyardzatot ad szamos
folyamat elindulasara. Esetiikben fontos leszdgezni, hogy bizonyos esetekben eléfordulhat,
hogy egy kivaltdé korokozo helyett tobb egyidejlileg jelenlévd bakterialis kozosségek azok,
amelyek hozzdjarulnak a betegséghez. Ezeken a fertdzéseken vald atesés gyakorisaga is
szamottevd tényez0, kivaltképp a preklinikai szakaszban (117). Tovabba, eléfordulhat, hogy a
fert6z6 agensek nem minden esetben valtjdk ki az RA-t, hanem bizonyos esetekben életmodi
vagy élettelen kornyezet kockazati kombinaciojanak eredményeként jarulnak hozza a Korai
stadiumok beinditdsahoz. Végiil pedig a genetikai kockazati tényezdk nagymértékben
befolyasolhatjdk a kornyezeti fertézések hatisat (117). Szakirodalom alapjan a kovetkezd
korokozd ¢és gazda kozti kapcsolatok valthatnak ki autoimmun pathomechanizmust:
molekularis mimikri, epitop kiterjedés, poliklondlis limfocita aktivacio és bystander
mechanizmus. Molekularis mimikri akkor fordul eld, amikor az idegen antigének kelld
szerkezeti hasonlosagot mutatnak a sajat antigénekkel, melyet a k6zos (shared) epitopnak
(SE). Ennek eredményeként a korokozokra adott immunvalasz keresztreaktivitashoz vezethet
a sajat antigénekkel. Eppstein-Barr virus (EBV) ellen termelt antitestek keresztreagalhatnak
sajat, TRA-antigénekkel az iziileti tokban. Erre a folyamatra jo példa a Proteus mirabilis
baktérium. A mikréba bakteridlis uredz enzimének aminosavszekvencidja, a 337. és 341.
aminosav kozott tartalmaz egy Un. IRRET motivumot, mely szekvencialisan és alakilag
identikus a human alfa-2(XI) kollagén 421-425 aminosavszekvencidjanak LRREI
motivumaval (118). A XI. tipusu kollagén a kis iziiletekben talalhat6 hialinporc alkotoeleme
melynél, ha az érintett hugyuti Proteus fertézésen esik at az immunrendszer altal termelt
antiuredz antitest megtamadhatja a hialinporc kollagénjét (118). Epitdp kiterjedés ("epitop
spreading") akkor alakul ki, ha amikor az immun T- vagy B-sejtes valasz az eredeti epitopon
tulra is kiterjed. Ez kiilonosen azért hasznos, mert igy hozzajarul azon képességhez, hogy az
immunrendszer egyszerre tobb korokozot is megtamadjon és elpusztitson. Epitop kiterjedés
akkor is kialakulhat, ha a fehérje aminosav Osszetétele megvaltozik argininrél citrullinra, mely
ellen a rendszer autoantitesteket termel. Ez megvalosulhat egy baktérium, a Porphyromonas
gingivalis peptidil-arginin-deaminaz (PAD) enzimje altal. Ezt a citrullinalt fehérjét az APC
sejtek felveszik és a T- majd B-sejtes utvonalon autoantitest termelédik ellene (117).
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1.3.1.1.2. Genetikai kockazati tényezok

Az RA lehetséges genetikai hatterét elészor 1953-ban feltételezték, rokonsagi kapcsolatok és
ikervizsgalatok eredményei alapjan. Késébbiekben meghatarozasra keriilt, hogy RA betegek
els6faju rokonai négyszeres kockazatnak vannak kitéve az atlagpopulacidhoz képest (119).
Bar a genomszintii asszociacios vizsgalatok (genome wide association studies, GWAS) t6bb
mint 100 lokuszt detektaltak RA kockdazatara, ezek koziil még mindig az egyetlen, amely erds
Osszefliggést mutat az RA kialakuldsaval az a human leukocita antigén (HLA) régié (118). A
HLA-molekulékat a 6-os kromoszoéma révid karjan, a 6p21.1-21.3 pozicidban talalhato I-es és
II-es osztalyu géncsoportok kodoljak az MHC 1 ¢és Il-es receptormolekulakat. A HLA-DR
expresszio az APC sejtek (DC sejtek, makrofagok ¢és B-sejtek) feliiletén torténik,
epitope"” jelensége soran, a patogén vagy az endogén, exogén modon modositott sajat fehérje
peptidrészlete hasonld szekvencidt mutat sajat peptidrészlettel. Ez a peptidrészlet azért képes
kotddni a HLA-DR gének altal meghatarozott receptorok peptidkotozsebeibe, mert a gének
ritka allélpolimorfizmust hordoznak és ritka esetben, de képesek olyan peptidkotézsebeket
létrehozni polimorfizmusuk okdn, hogy abba a sajat, dGnmagdban nem karos, természetesen
jelen levd fehérje is képes belekotddni (118). Ilyen fehérje tobbek kozott a citrullinalt fehérje.
A HLA gének hozzéjarulasat elszor in vitro vizsgalatokkal 1975-ben igazoltak, a SE
jelenséget 1986-ban J. Silver és S. M. Goyer emlitették eldszor. Késdbbiekben meghataroztak,
hogy kifejezetten a HLA-DR4-es haplotipus megléte jelenti a kockazatot (118). Késdbb
Huizinga és mtsai. meghataroztak, hogy ez kifejezetten csak az aCCP* betegekre vonatkozik,
mely az esetek 60%-a (119). A fennmaradd 40%-ban a HLA-DR4-es haplotipus nem
kimutathatd. Ennek megfeleléen szamos GWAS vizsgalat indult tovabbi genetikai kockézati
tényezOk felfedezésére. Ezek koziil érdemes kiemelni a peptidylarginine deiminase type 14
(PADI14), mely a citrullinalciot végzd enzim, illetve a protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 22 (PTPN22), mely a T-sejt érésért valamint a citokintermelésért felelés fehérje.
Azdta szamos nagy ateresztOképességli GWAS vizsgalat mutatta ki a nem-HLA gének
jelentdségét az RA patogenezisében (120,121). A mai napig harom kiilonallo, nemrégiben
végzett GWAS 124 kockazati 16kuszt hozott 6sszefiiggésbe az RA-val, 69 825 beteg ¢s 330
798 illesztett kontroll bevonasaval (122-124). Mig ez a 124 1okusz tobbsége altalanos sejtes és
gyulladasos folyamatokért felelds, addig a gének koziil kizardlag egy volt felelés olyan
embriondlis és posztnatilis immunologiai folyamatért, mely a sajat antigénnel szembeni
centralis toleranciat biztositja. Az ezt kodolo szekvencia az AIRE (122-124).

1.3.1.1.3. Immunolégiai folyamatok

Az RA patomechanizmusa sordn az egyes szakaszokat nehéz pontosan demarkalni, atmenetet
képeznek. Az inicidlis szakasz a preklinikai stadium elsé része, az események legfoképpen a
masodlagos limfoid szervekben zajlanak, immunologiai folyamatai genetikai kockazati
tényezok altal vezérelt kitettség (125). Ide soroljuk a lehetséges AIRE allélpolimorfizmusok
miatti, a centralis tolerancia posztnatalis negativ szelekciojanak nem megfeleld mitkodésébol
fakado autoreaktiv CD4" T-sejtek nyirokcsomoéba sziiremlését (7-15). Az inicialis szakasz
része a szintén allélpolimorfizmusok miatt kialakul6 specialis HLA-DR szubtipusok, melyek
specialis peptidkotézsebeket kodolnak az APC sejtek (makrofagok és DC sejtek) MHC
receptorain. Ezek a kotohelyek varnak az autoantigén érkezésére és bekotddésére, mely
autoantigén kialakulhat exogén — pl. fertdzés okozta molekularis mimimkri vagy bakterialis
citrullindci6 — vagy endogén ok miatt, mikor pl. a szervezet citrullindlja a human enolaz
enzimet (117,118). Tehat a genetikai kitettség soran kialakul egy immunologiai statusz, mely
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késobb képes lesz fogadni és reagalni az autoantigénnel (126). Az inicialis szakasz soran
kialakulé autoimmunitas mellett az exogén, kornyezeti okok miatt folyamatosan termelddnek
az autoantigének, pl. dohanyzéas emeli a PAD enzim expresszidjat, mely a fehérjéket poszt-
transzlacidsan citrullinalja (127). Az autoimmunitds kialakulasa mellett folyamatosan
termelddnek az autoantigének, melyek ellen autoantitestek termelddnek. Inicialis szakasz
korai stadiumaban HLA-DRBI1 jelenlétében pl. mar termelddnek Rf és aCCP autoantitestek,
melyek szérumbodl kimutathatok (125). A képet tovabb bonyolitja, hogy nem feltétleniil
sziikséges HLA-DR szubtipus altal meghatdrozott MHC receptor az RA kialakulasahoz,
késébb ezek a betegek lesznek a szeronegativ RA esetek. Osszességében az inicidcio sordn,
genetikai talajon kialakulé autoimmunitas az i1d6 eldrehaladtaval egyre kevésbé toleralja a
sajat strukturakat, autoantigéneket melynek eredménye az autoantitestek képzdodése és végiil a
gyulladas (126).

1.3.1.2. Centralis szakasz

A posztranszlacios modosulasokon (citrullinacio, acetilacio, karbamilacio) atesett fehérjét (pl.
Il-es tipusu kollagén, vimentin) ebben a stddiumban olyan APC sejtek veszik fel, melyeknek
az MHC receptoraba az antigén képes bekotddni (128). A makrofag vagy DC sejtek az
autoantigént a legkdzelebbi nyirokcsomoéba viszik, ahol szamos CD4" T-sejtpopulacio varja
(Thl, Th2, Thl7), melyek a B-sejt prezentacion keresztiil autoantitestet termeltet a
plazmasejttel az autoantigén ellen. A Thl-sejtcsoport proinflammatorikus citokineket (IFN-y,
IL-2 és TNF-a) termel (128). Th2-es sejtek gyulladasgatld citokineket, IL-4 és IL-5-0t
vélasztanak el, melyeknek fontos szerepiik van a B-sejt aktivacioban. Mindemellett, a Th17
sejtek  IL-17-et termelnek, melyek proinflammatorikus citokintermelést, matrix
metalloproteinaz (MMP) enzim elvalasztast idéznek el (128). Ezzel parhuzamosan Treg
sejtek IL-10 termeléssel segitenck az autoreaktiv T-sejtek klonalis elnyomasaban. Ebben a
stddiumban alakul ki egy gyulladasos kornyezet, melynek hatdsara tobbek kozott a szindvium
fibroblasztszeri szinoviocitai (fibroblast like synoviocytes, FLS) kemokineket kezdenek el
termelni (CCL2, CCL5, CXCL10). Ezen a helyen endotelialis sejtek 1-es tipusu intercellularis
adhézios és vaszkularis molekulakat (Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1, Vascular
Cell Adhesion Molecule 1, VCAM-1) termelnek, melyek a kemokinekkel kardltve segitik a
aktivalt T-sejtek IFN-y és IL-17 termeléssel, B-sejtek, plazmasejtek autoantitest és citokin
termeléssel gyulladast idéznek eld. Az esemény tovabbi makrofagokat vonz a szindviumba,
melyek TNF-o-t, IL-1 és IL-6 citokineket termelnek (129). A keringésben mar meglévo
autoantitestek is felgyiilnek a szinéviumban, ahol immunkomplexeket képezve tovabb
sulyosbitjdk a gyulladast. Mindezek hatasara FLS sejtek elkezdenek ndvekedni és kialakul a
heges kotdszovetet jelentd pannusz (129). A centralis szakasszal a preklinikai szakasz véget
ért, az események mar a tiineteket ado klinikai stddiumban folytatdodnak (129). Ekkorra mar
mindkét kéz maésodik ¢€s harmadik kézkozépcsont-iziiletének ¢és tobb proximalis
interphalangealis iziilet, alig észlelhet6 duzzanata alakul ki (129).

1.3.1.3. Destruktiv szakasz

Az FLS sejtek agressziv novekedése az iziileti tok strukturijat rombolja, mely késobb
csonterdzidoban folytatddik, amit az oszteoklaszt sejtek aktivacidja és érése idéz eld.
Proteazokat, pl. cathepsin K-t termelnek, melyek egyiitt a neutrofil granulictak altal termelt
reaktiv oxigén szabadgyokokkel egyrészt fenntartjdk, a gyulladasos kornyezetet masrészt
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lebontjdk a csontmatrixot, az iziileti porc folyamatosan degeneralodik. Ezen a ponton az akut
szinovitisz kronikussa kezd alakulni. Az itt termelt aCCP kotédik az oszteoklaszt sejtek
prekurzoraihoz, csontreszorpciot okozva, melyek radiologiai felvételeken foltok formdjaban
mutatkoznak. A betegség fenotipusa ekkorra mar deformitasokat foglal magaba, beleértve a
Tobb ujjon jellegzetes "hattyunyak"-deformitas jon létre, mely tiinet leginkabb a kisujjon
lathaté valamint kialakul a hiivelykujj Z-deformitasa. Iddvel a kiillonbozé kis kéztdecsontok
kozotti iziileti tér sziikiil, és szinte egyetlen csontot alkotva dsszeolvadnak (128). Az RA késoi
destruktiv fazisat jellemzi a boka- ¢és labiziilet érintettsége ¢és deformitdsa. Ebben a
stadiumban a betegség mar régdta fennall és kezeletlen. Ekkorra mar a test tobbi része is

crer

sinistri vagy bilateralis reumatoid csomok és fibrozis kialakulasa a tiidoben (128).

1.3.2. Altalanos epidemiologiaja

Az RA prevalenciaja kdzepes és magas jovedelmil orszagokban 0,5-1%, éves incidencidja 5-
50 eset/100 000 6, nemi eloszlasa 2:1-hez a ndk javara (130). 1990 és 2017 kozott a globalis
prevalencia becslések szerint 7,4%-kal, az incidencia 8,2%-kal emelkedett (130). Egyesiilt
Allamok kohorsz vizsgilata soran a szeropozitiv esetek csokkenését és a szeronegativak
emelkedését figyelték meg 1985 és 2014 kozott ugyanazon 1987-es diagnosztikus
kritériumokat hasznalva (130). Nyugati orszagokban a dohanyzas és a SiO expozicié — mint
exogén kockazati tényezd — folyamatosan és enyhén csokken, mig a vilag mas orszagaiban az
aritrogén kockazati tényezdk okozta expozicid (dohanyzas, 1égszennyezés) emelkedik (130).
Osszességében globalis trendekrél elmondhatd, hogy az incidencia és prevalencia illetve a
betegség kedzetének atlagéletkora emelkedik. A mortalitds (beleértve a kardiovaszkularis
komorbiditast), sebészeti beavatkozasok szdma, a diagnozis €s az elsd terapia kozotti 1do
folyamatosan csokken, mely az egyre hatékonyabb felismerésnek és terapianak koszonhetd
(130). A halal masodik gyakori oka a diffiz interstitidlis tlidéfibrozis, mely szintén csokkend
tendenciat mutat. Rendlis amiloidézis és RA vasculitis incidencidja is folyamatos csokkenést
mutat. A betegség aktivitasa az elsd prezenticiokor szintén csokkend tendenciat mutat a
legutobbi szisztémas irodalmi attekintés alapjan, mely azt mutatja, hogy a betegséget egyre
korabban diagnosztizaljak (132).

Eurdpai epidemioldgidja alapjan az észak-és nyugat-europai orszagokban prevalencidja 0,4%
¢és éves incidenciaja 20-30 eset/100 000 f6, mig a déli és keleti orszagok mérészamai ennél
alacsonyabbak, 0,2%-os prevalenciaval és 7-15 eset/100 000 f6 éves incidenciaval (133). A
nemi eloszlas tekintetében 2:1-hez a ndék javara, de egyes orszagokban, mint pl.
Franciaorszagban ez az érték 5,7:1 szintén a ndk javara (133).

Hazéankban az orszagos prevalencia medidnja 2018-ban 0,33%, mely a franciaorszagi és
olaszorszagi értékekhez hasonlit (134). Kiss és mtsai.-nak 10 000 f6s Osszehasonlitd
vizsgélata alapjan elmondhatd, hogy Magyarorszdgon a dél-dunantuli régid prevalenciajanak
medianja 2005-ben az orszagosnal valamivel magasabb, 0,37% a 14 és 65 év kozottiek
korében, nemi eloszlasa 3,3:1-hez a nék javara (135).

kialakulasanak legkorabbi eseménye egy genetikai kitettség soran fiatalkorban kialakulo
immunologiai statusz, mely késObb képes lesz reagalni sajat TRA antigénekkel. Tovabba a
vizsgalt AIRE fehérjének az ujsziilottkori negativ szelekcioban van kdzponti szerepe, mely
felveti az allélpolimorfizmusok szerepét annak tekintetében, mekkora hatékonysaggal
torlddnek az autoimmun timocitak. AIRE allélpolimorfizmusok nagymértékben csdkkenthetik
az AIRE expresszigjat, melynek kovetkezményeként eléfordulhat, hogy nem termelddik
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elegendd mennyiségli TRA az mTEC sejtekben, igy az ellen6rzd rendszeren atcsuszhatnak
olyan timocitdk melyek autoreaktivak (7-15). Ennek tiikrében a betegség immunologiai
statusza, talaja, az autoimmunités genetikai alapon mar jsziilottkorban kialakulhat. Ezt célz6
ujsziilottkori kezelés nem létezik. Az exogén, kornyezeti kockazati tényezok eliminalasa
onmagaban nem jelent védelmet a betegség biologia kezdetének megakadalyozasara, mert a
betegség multifaktorialis. Szekunder prevencidja soran a cél a preklinikai statusz
feltérképezése még a tiinetek megjelenése eldtt. A korai stadiumt betegség kezelésének célja
a remisszio vagy az alacsony aktivitdson tartds (108). Szerologiai biomarkerek alkalmazéasa
ugy, mint aCCP alkalmas a preklinikai fazis detektdldsara. RA-val diagnosztizalt betegek
60%-a 6-10 évvel a diagnozis elétt aCCP" illetve prezentaljak a HLA-DRB1-es genetikai
szubtipust (108). A fennalldo 40% viszont szero- ¢s HLA-DRBI1 negativ igy esetiikben ezek a
markerek nem hasznalhatoak. Kivizsgélasra indikaciot jelent a fent ismertetett kornyezeti és
genetikai kockdzati tényezok valamelyikének megléte illetve a reggeli iziileti merevség (108).
A betegség diagndzisa a 1987-es klasszifikacido (American College of Rheumatology, ACR)
alapjan torténik (136). Gradalasara a betegség aktivitasi pontszamot 28 iziiletben (disease
activity score in 28 joints, DAS28) és a funkcionalis fliggetlenség mértékén (functional
independence measure, FIM) score-rendszert hasznaljak (137). Gyogyszeres kezelését
Osszefoglaldan betegségmodositd antireumatikus terdpidnak hivjadk (disease modifying
antirheumatic drugs, DMARD). Ennek konvencionalis részét képezi a metotrexat (MTX)
kezelés, mely tobbek kozott gatolja a proinflammatorikus citokinek felszabaduldsat, MMP
hatasat, gyulladascsokkentd (138). Konvencionalis terapia részét képezi tovabba a
leflunomide, sulfasalazine és chloroquine terapia, melyek pirimidin szintézis inhibitorok,
gyulladascsokkentok ¢s immunmodulatorok (128). A konvenciondlis terdpian kiviil a
biologiai DMARD kezelés az egyes immunologiai Utvonalak sordn egyes citokinek
termelddését befolyasolja. Infliximab, etanercept, golimumab terapiak TNF-alfa gatlok (128).
Léteznek B-sejtvalasz gatlasara terapidk gy, mint rituximab, T-sejtes gatlast biztositd
abatacept, interleukineket gatl6 tocilizumab €s ndvekedési faktor gatldé mavrilimumab (128).
Jovebeni terapias kutatasok az RA szignaltranszdukcios tutvonalait, Toll-like receptor
utvonalait illetve az dssejtterapiat célozzak meg (128).

II. Célkitiizések

11.1. Az AIRE allélpolimorfizmusok meta-analizise autoimmun korképekben

Az els6 AIRE allélpolimorfizmussal kapcsolatos molekularis epidemiologiai megfigyelést
2002-ben végezték, azdta szamos eset-kontroll analizis sziiletett kiilonb6zé autoimmun
betegségeket vizsgalva. Miel6tt elkezdtiik kutatdsunkat, szisztematikus szakirodalmi
attekintéssel vizsgalodtunk, mely meta-analizisnek a célja az volt, hogy tisztazzuk, mely
autoimmun betegség korében sziiletett a legtobb molekularis epidemiologiai eset-kontroll
vizsgalat, az adott betegségen beliil pedig, az egyes eset-kontroll vizsgalatok Osszefoglalo
elemzésével 1j eredményeket és dsszefiiggéseket talaljunk kandidans allélpolimorfizmusok és
autoimmun betegségek kozott.

11.2. In silico vizsgalat AIRE allélpolimorfizmusok meghatarozasara

Annak érdekében, hogy rendelkezésiinkre 4lljon egy adatbazis, mely lokuszok
allélpolimorfizmusaival kivanunk a késébbiekben foglalkozni, célul tiiztik ki egy olyan
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atfogd adatbazis Iétrehozasat, melyben 5°’-3° irdnyban szerepel az Osszes olyan
allélpolimorfizmus, melynek allélfrekvencidja legalabb 1% vagy afolotti.

11.3. Pilot vizsgalat AIRE rs878081 és rs1003854 allélpolimorfizmusok vizsgalatara
reumatoid artritisz betegek mintaiban

Mivel szamunkra kezdetben ez egy ismeretlen teriilet volt, meg kellett figyelniink, vajon a
kivalasztott AIRE domén-kodold régio lokuszai adta allélfrekvencidk ¢és vizsgalati
elrendezésiink képesek-¢ értékelhetd eredményt adni. Annak tisztazasara, hogy az
allélpolimorfizmusok diszkriminacidjara valasztott allélspecifikus probak és a genotipizalas
soran kialakitott protokoll megfeleléek-e, célul thztink ki egy olyan pilot vizsgalat
megvaldsitasat, ahol ezekre a kérdésekre valaszt kaphatunk. Ennek érdekében kivalasztottuk a
DNS-koté domént kddoldo SAND régio két 16kuszat, rs878081-et, rs1003854-et és célul tliztiik
ki ezen lokuszok adta allélpolimorfizmusok és genotipusok Osszefiiggésének vizsgalatat
reumatoid artritisz kockazataval, eset-kontroll vizsgalat keretében, melyhez 6 kiilonb6z6
genetikai modellt hasznaltunk. Ehhez szintén célul tiiztiik ki egy olyan atfogd adatbazis
létrehozasat, mely magaba foglalja a pilot study és az esetleges késobbi vizsgalat RA és
kontrollpopulacidinak teljes leletanyagat, rogzitve minden olyan paramétert, mely a
leletanyagbol kinyerhetd, beleértve demografiai adatokat, ¢letmodi adatokat, laborvizsgalatok
eredményeit és a multban rogzitett fertézéseket is. Tovabbi célul tliztiik ki, amennyiben
lehetséges az egyes genotipus-alcsoportok klinikai paramétereinek atlagértékeit statisztikailag
Osszehasonlitsuk €s amennyiben az szignifikdnsnak bizonyul, korrelaciés vagy asszocidcios
Osszefliggéseket vizsgaljunk a klinikai paraméterek és a genotipusok kozott.

11.4. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régioinak vizsgalata reumatoid
artritisz kockazatara

Annak fiiggvényében, hogy a pilot vizsgalatunk milyen eredménnyel jar, a vizsgalat
folytatasaként célul thztik ki nagyobb elemszamu eset és kontroll populacio és tobb
allélpolimorfizmus  vizsgalatat annak  tisztdzdsdra, vajon a  DNS-ko6td  régid
allélpolimorfizmusai kapcsolatban allnak-e a betegséggel. Ennek érdekében az in silico
adatbazist és a pilot study eredményeit felhasznalva, egy olyan panelt terveztiink, mely
magaba foglalja mindazon potencidlis lokuszokat és azok adta allélpolimorfizmusokat,
melyek SAND domént kodolod régiot (exon 5 és 6), valamint a koztiik 1évé splicing intronalis
régiot (intron 5 és 7) hatarozzak meg. Célunk a panelben szereplé allélpolimorfizmusok
illetve az allélok adta genotipusok vizsgéalata reumatoid artritisz kockazatara, 6 kiilonb6z6
genetikai modell felhasznalasaval.

11.5. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régiok osszefiiggéseinek vizsgalata a
betegséget meghatarozé klinikai paraméterekkel

A tovabbiakban kivancsiak voltunk, hogy az egyes allélpolimorfizmusok adta genotipusok
Osszefiiggésben allnak-e az RA-t meghatarozd klinikai paraméterekkel és a betegség
aktivitasaval. Célul thztiik ki a panelben szerepld lokuszok alléljai atal meghatarozott
genotipusok vizsgalatat, 5 kiilonb6z6 genetikai modellt felhasznalva a kovetkezd klinikai
paraméterek vizsgdlatara: vérsiillyedést meghatarozo eritrocita szedimentacios rata
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(erythrocyte sedimentation rate, ESR), C-reaktiv protein (CRP), Rf (reumatoid faktor), aCCP,
DAS28 érték.

11.6. Allélpolimorfizmusok regulatorikus kotémotivumokra gyakorolt hatasainak in
silico elemzése

A vizsgalat zarasaként arra voltunk kivancsiak, az egyes lokuszok alléljai milyen hatassal
lehetnek a DNS azon kotOhelyeire, melyekhez regulatérikus egységek pl. transzkripcids
faktorok kotddhetnek, igy célul tlztiik ki a panelon szereplé azon allélpolimorfizmusok
bevonasat, melyekkel kapcsolatban statisztikailag szignifikdns eredményt kaptunk az
alléldiszkriminacids vizsgalat soran RA-val illetve ha ott nem, de adott all¢lok adta genotipus
statisztikailag szignifikans 6sszefliggésben volt klinikai paraméterekkel. A kotdmotivumok és
az azokhoz kapcsolddo regulatorikus egységre mért hatast célul tiztiik ki a HaploReg v4.2 in
silico adatbazisban elemezni.

IT1. Anyagok és modszerek
111.1. AIRE allélpolimorfizmusok meta-analizise

I11.1.1. Publikaciok keresési stratégiaja

A szakirodalmat a PubMed, Embase, Cochrane Library ¢s Web of Science adatbazisokban
kerestiik a Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
ajanlasainak megfeleléen (105,139). Két egymastol fliggetlen kutatd végezte a kulcsszavas
keresést, melyben a kulcsszavak a kovetkezdk voltak: “autoimmune regulator”, “AIRE”,

“polymorphism”, “rheumatoid arthritis”. A bevalogatott kozlemények 2011. aprilis és 2016.
juniusa kozott jelentek meg. A keresését 2017. majus 16-an fejeztiik be (105).

111.1.2. Publikaciok bevalasztasi és Kizarasi kritériumai

A kozleményt bevalasztottuk amennyiben (1) 0sszefiiggést talalt az AIRE gént kodolo DNS-
szekvencidban taldlhatdé SNP-k vagy azoknak haplotipusai és a RA fogékonysaga kozott; (2)
eset-kontroll vizsgélat volt; (3) az 0Osszes beteg megfelelt az American College of
Rheumatology diagnosztikus és besorolési kritériumainak (105,136); (4) rendelkezésre alltak
az egyes résztvevok alléljainak valamint genotipusainak OR, 95%CI és p-érték adatai. A talalt
publikacio kizarasra keriilt, amennyiben (1) az duplikatum volt, valamint (2) a kdzleményben
vizsgalt allélpolimorfizmus legaldbb 4 tovabbi publikacibban nem volt megtalalhato, (3) a
publikacio szisztematikus szakirodalmi attekintés volt. A bevalasztasi és kizarasi kritériumok
alapjan torténd keresést két kutatd, egymastol fiiggetleniil végezte (105).

II1.1.3. Statisztikai analizis

Hardy-Weinberg egyensulyt (Hardy-Weinberg equilibrium, HWE) y* proba alapjan
szamoltunk minden egyes kontroll csoporthoz (105). Annak érdekében, hogy az rs2075876,
15760426 16kuszok allélpolimorfizmusai és RA kozti Osszefliggés erdsségét meghatarozzuk,
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stlyozott OR-t (pooled OR) ¢és 95%-o0s konfidencia intervallumot szamoltunk (105). A
kozleményekben kiilonbozé etnikumokat vizsgaltak, ennek megfeleléen DerSimonian és
Laird random effekt modelljét hasznaltuk (105,140). Heterogenitas vizsgalatara elsdként, a
Cochran-féle Q-tesztet alkalmaztuk, ahol szignifikans heterogenitasnak az szamitott, ha a Q
értéke meghaladja a y° proba k-1 szabadsagi foka felsé kritikus értéket (105). Ebben az
esetben szignifikansnak tekintettiik a tesztet, ha p-értéke kisebb volt, mint 0,1. Heterogenitas
vizsgalatara masodikként, az inkonzisztencia (I%) tesztet alkalmaztunk, ahol a kapott I? érték a
vizsgalatok kozotti variabilitas szazalékos ardnya a teljes variabilitashoz képest. 25, 50 és
75%-0s |7 értékek megfelelnek az alacsony, mérsékelt és magas heterogenitisnak a Cochran-
féle kézikonyv alapjan (105,141). Annak vizsgalatara, hogy az egyes tanulmanyok
eredményei hogyan befolyasoljak az 0sszesitett sulyozott OR-t és annak 95% CI tartomanyat,
szenzitivitas-analizis vizsgalatot végeztiink. Publikécios torzitast (publication bias) a funnel
plot vizualis inspekciudjaval vizsgaltuk (105).

A standard hiba az esélyhanyados logaritmusanak fiiggvényében keriilt abrdzolasra a funnel
plotban. Meta-analizisunk soran alkalmazott szamitasokat és az abrak (forest és funnel plot)
generalasat a Comprehensive Meta-Analysis Version 3 (Biostat, Inc., Englewood, NJ, USA)
szoftvercsomaggal végeztiik (105).

A tovéabbiakban, statisztikai analizisiink soran annak érdekében, hogy elkeriiljiik az elséfaju
hibak okozta torzitast — mely a nem megfelelé mennyiségli adat esetén a random hiba
megemelkedett kockizata — valamint noveljik a levont kovetkeztetés erdsségét trial
sequential analizist (TSA) végeztink (105,142-144). TSA egy olyan becslés, mely
meghatarozza sziikséges elemszamot a korrigalt statisztikai dontési szint kiiszobértékének
tekintetében. A meta-analizis meggy6z6 erejét a vizsgalat soran a kumuldlt z-gorbe
(cumulative z-curve) és a TSA monitorald (ellendrz6) hatarvonalainak (the trial sequential
monitoring boundary) viszonya mutatja meg (105). Amennyiben a TSA-hatarvonalakat a
kumulativ z-gorbe metszi, és a meta-analizis Gsszesitett elemszama eléri a sziikséges értéket, a
kovetkeztetésiink kellden megalapozottnak és meggydzének mondhatd. Abban az esetben, ha
a kumulativ z-goérbe metszi a hatirvonalakat, de az elemszam nem ¢éri el a sziikséges
kiiszobértéket, akkor is tekinthetjiik gy, hogy a kovetkeztetés levondsahoz elégséges
bizonyiték all rendelkezésre, tovabbi tanulmanyok bevonésara nincs sziikség. Amennyiben a
kumulativ z-gdrbe nem metszi a hatarvonalak egyikét sem €s a meta-analizis elemszama nem
éri el a sziikséges kiiszobértéket, akkor a meta-analizisben nincs kelld mennyiségii informécio
er0s kovetkeztetés levonasara (105,145). A heterogenitason alapuld megkdzelitést
alkalmaztuk a sziikséges elemszam kiszamitasahoz, a relativ rizik6 csokkenését 10 %-ra, az
els6faji hiba kockazatat 5%-ra, a masodfaju hiba kockazatit pedig szintén 10%-ra
vélasztottuk. Az rs2075876 és rs760426 allélpolimorfizmusok esetében felhasznalt, illesztett
konfidencia intervallumok 1,13-1,31 és 1,11-1,26 voltak. A szamolasokhoz a Trial Sequential
Analysis programot hasznaltuk (Copenhagen Trial Unit, Center for Clinical Intervention
Research, Denmark, version 0.9 beta, www.ctu.dk/tsa) (105).

I11.2. In silico vizsgalat AIRE allélpolimorfizmusok meghatarozasara

s rer

Kritériumai

Az eset-kontroll vizsgalatunkhoz eldzetesen sziikség volt egy olyan adatbazis 1étrehozésara,
mely katalogizalja és rogziti mindazon allélpolimorfizmusokat, melyek az AIRE kodolo

crer

37


http://www.ctu.dk/tsa

szelekcios rendszer 1étrehozasa, mely elkiiloniti az egypontos nukleotid polimorfizmusokat
(SNP-ket) a nagyméretii kopiaszam valtozasoktol (copy number variation, CNV)
pontmutacioktol, inzercioktdl és delécioktol (indel). Ehhez két genom-szintli annotacids
rendszert, UCSC Genome Browser (GRCh38 assembly) valamint az Ensembl automatikus
human annotacids rendszert hasznaltuk (146,147).

A varians akkor keriilt bevalogatasra, amennyiben (1) a ritka allél frekvenciaja (minor allele
frequency, MAF) 0,01 (1%) és 0,5 (50%) érték kozé esett; (2) a varians a kovetkezd
adatbazisok legalabb egyikében szerepel: NCBI dbSNP, 1000 Genomes Project Phase III
(including the HapMap project), NHLBI Trans-Omics for Precision Medicine (human only),
NHLBI GO Exome Sequencing Project (human only), Genome Aggregation Data-base
(human only), Exome Aggregation Consortium (human only) (148-151). A variansok koziil
eléfordultak olyanok, melyeknek MAF értéke 0,01 és 0,5 kozés esett, de ha eurdpai (EUR)
alpopulaciokat vizsgalatunk — mint pl. olyan utahi lakosok genomjat melyeknek észak- és
nyugat-eurdpai felmendik vannak (Utah residents with Northern and Western European
ancestry, CEU) — a MAF érték 0,01-nél alacsonyabb volt, ami felvetette ezen variansok
detektalhatosagat. Igy ezeket a variansokat az alacsony detektalhatdsagi valosziniiség miatt
kizartuk (152).

IIL.3. Pilot vizsgalat AIRE rs878081 és rs1003854 allélpolimorfizmusok vizsgalatara
reumatoid artritisz betegek mintaiban

111.3.1. Etikai engedély

Vizsgalatunk beavatkozassal jaro kutatds, igy ennek engedélyeztetésére etikai engedélyre
iranyuld kérelmet nyujtottunk be az Orszagos Tisztifdorvosi Feladatokért Felelos Helyettes
Allamtitkarsaga, Egészségiigyi Igazgatasi Fdosztalyara (tovabbiakban: orszagos tisztiféorvos)
2018-ban, négy éves intervallumra, a Harkanyi Termal Rehabilitaciés Centrum Kozhaszna
Nonprofit Kft. bevondsaval. Ehhez az orszagos tisztifdorvos felkérte az Egészségiigyi
Tudoményos Tandcs és Kutatasetikai Bizottsagat (ETT TUKEB) szakhatosagi allasfoglalas
kialakitasara. Ennek soran az ETT TUKEB a kutatas engedélyezése iranti kérelmet szakmai-
etikai szempontbdl megfelelének talalta, a kutatds orszdgos tisztifdorvos altali
engedélyezéséhez szakhatosagi hozzajarulasat adta. Ennek alapjan az orszagos tisztifdorvos
2018. 4prilis 24-én kérelmiinket 4 évre hagyta jova, 11871-7/2018/EUIG iktatészammal
(152).

Pilot vizsgalatunk mintagytjtése COVID-19-es vilagjarvany miatt elhuzoddott, igy etikai
engedélyiinket sziikséges volt idoben meghosszabbitani tovabbi négy évre, valamint a
mintagyiijtés helyszinét a késObbiekre tekintettel, nagyobb elemszamu vizsgalat érdekében a
mintagyiijtésiink helyszinét a meglévé Harkdnyi Termal Rehabilitacios Centrum Kozhasznti
Nonprofit Kft. mellett a Hévizgyogyfiirdé és Szent Andras Reumakorhdz bevonasaval
kiterjeszteni. Benyujtott modositasi kérelmiinket a szakhatosagi véleményezésre felkért ETT
TUKEB szakmai és etikai szempontbdl megfelelonek taldlta €s a kutatdsi terv kérelemben
foglalt modositasanak engedélyezéséhez hozzajarult, melyek alapjan a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont a modositasi kérelmiinket az 57142-5/2022/EUIG iktatdszamu
hatarozatban 2022. november 8-an engedélyezte (152).

II1.3.2. Mintagyiijtés
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A vizsgélatban szerepld valamennyi személy a Harkényi Termdl Rehabilitacios Kozpont
ambuléns és bennfekvéses betegei koziil keriiltek ki. A vizsgalatra jelentkezés Onkéntes
alapon tortént, melyhez betegtajékoztatot és beleegyezd nyilatkozatot csatoltunk. A
vérmintakat 4mL-es citratcsovekbe vettiik személyenként. A teljes vért -75°C-on taroltuk az
analizisig. Az 6nkéntesen vallalkozé személy RA csoportba keriilt, amennyiben (1) 18 évnél
idésebb volt, (2) a beleegyezd nyilatkozatot alairta, valamint (3) az American College of
Rheumatology diagnosztikus ¢és besorolasi kritériumai alapjan az RA diagnozisaval
rendelkezik (136). Azokat az RA betegeket, akiknek a kortorténetében egyidejiileg mas
autoimmun korképek, pl. Sjogren-szindroma, pszoriazis, SSC, SLE szerepeltek, kizartuk a
tovabbi elemzésbdl, annak érdekében, hogy csokkentsiik az RA-tol eltéré autoimmun
betegségek RA kockazatara mért zavard hatasat (152).

Mivel mér a vizsgalat elején tudtuk, hogy gondosan meg kell tervezniink a megfeleld
kontrollpopulaciét, azon gondolkodtunk, hogyan korlatozhatnank az esetleges fals negativ
esetek el6fordulasi gyakorisagat az RA kimenetelére vonatkozodan. A betegség lefolyasaval
kapcsolatban azt tapasztaltuk, hogy az elsé tiinetek és a korhazi kezelés atlagéletkora 65 év
koriili. A szakirodalombol és a betegek orvosi jelentésének attekintése soran azonban azt
lattuk, hogy az esetek kisebb részében az els6 korhazi kezelés 70 éves korban is jelentkezhet.
Ezért ugy dontottiink, hogy a kontrollok életkori felvételi kritériumat 75 év vagy annal
idosebbre emeljiik, mert ennek hidnydban esetleg olyan alanyok keriiltek volna a
kontrollcsoportunkba, ahol az RA a preklinikai stddiumban van, és ahol a betegség
patomechanizmusa az iniciacios vagy centralis stddiumban vannak, tiinetek jelenléte nélkiil.
75 éves korukra a betegek nagyobb valoszinliséggel jelentkeznek tiinetekkel, és egyszer mar
az ellatorendszer részévé valnak. fgy csokkentettik a zavard hatasokat a vizsgalatunkban.
Kontroll személyekre vonatkoz6 felvételi kritériumaink tehat a kovetkezok voltak: (1) 75 éves
vagy anndl idésebbnek kellett lennie, (2) aldirta a beleegyez6 nyilatkozatot, (3) az American
College of Rheumatology diagnosztikus €s besorolasi kritériumai alapjan nem szenvedett RA-
ban, (4) leletanyaga alapjan nem szenvedett egyéb autoimmun betegségben (pl. SLE, SSc,
psoriasis, Sjogren-szindroma), (5) CRP-értéke < 20 mg/dl és Rf szintje < 25 TU/ml (153).
Végiil pilot vizsgalatunk soran 100 RA ¢és 100 kontrollszemély vérmintait sikeriilt
Osszegytijteniink (152).

I11.3.3. Klinikai paraméterek vizsgalata

Az RA ¢és kontroll vérmintakbol elsédlegesen teljes vérképet, koleszterinszintet,
vércukorszintet, ESR-értéket, CRP-értéket, natrium-, kalium-, karbamid-, Kkreatinin-,
glutamat-oxalacetat-transzaminaz-szintet ~ (GOT),  glutamat-piruvat-transzaminaz-szintet
(GPT), a gamma-glutamiltranszferaz-szintet (gamma-GT), alkalikus foszfataz, laktat-
dehidrogenaz, kreatin-kindz, fehérjealbumin, magnézium, foszfor és a szérum bilirubin-
értéket hataroztunk meg. Az RA szeropozitivitdsanak és -negativitdsdnak meghatarozasara Rf
(IgG) és aCCP autoantitest szinteket hataroztunk meg mind az RA mind pedig a
kontrollcsoportban, az utobbiban legf6képp azért, hogy az autoimmun alnegativak eziton is
kizarasra kertiljenek (152,154,155). Az ESR meghatarozasa a Harkanyi Termal Rehabilitacios
Kozpont laboratériumaban, Westergren modszerrel tortént (156). A CRP és Rf (IgG)
meghatarozasa szintén a rehabilitaciés kozpontban tortént, Konelab Arena 20XT klinikai
kémiai analizatorral (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) a gyart6
utmutatasainak megfelelden. Az aCCP szintjét Immunoscan CCPlus enzimhez kapcsolt
immunszorbent assay kit (SvarLife Sciences, Malmd, Svédorszag) segitségével vizsgaltak a
Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kézpont, Immunolégiai és Biotechnologiai Intézetében a
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gyart6 protokolljanak megfelelden. Végiil DAS28 pontrendszer alapjan kiszamitottuk az RA-S
betegek betegségaktivitasat (137,152).

I11.3.4. Genomialis DNS extrakcidja teljes vérbél

Az RA betegek és a kontrollok genomialis DNS-ét (gDNS) 0,5 ml teljes vérbdl izolaltuk,
amelyet 1 ml DNAzol BD reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) lizaltunk a
gyartod utasitasai szerint. A gDNS kicsapasat szobahdmérsékleten 0,4 mL izopropanollal 5
percig végeztilk majd a mintat centrifugaltuk (152). A feliiliszo eltavolitasa utan a pelletet
elészor 0,5 mL DNAzol BD reagenssel, majd ezt kovetéen masodszor 1 mL 75%-0s etanollal
mostuk. A szaritott gDNS-t 200 uL Tris-EDTA pufferben oldottuk fel, és NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) segitségével kvantitativan megmértiik.
Reakcionként 20 ng gDNS-t hasznaltunk a kvantitativ valés ideji PCR vizsgalathoz (qQPCR)
(152).

111.3.5. Az AIRE rs878081 és rs1003854 SNP-k genotipizalasa

A gDNS extrakcigjat €s tisztitasat kdvetden multiplex qPCR vizsgalatot végeztiink az AIRE
rs878081 ¢és rs1003854 lokuszain talalhato allélpolimorfizmusok genotipizaldsara, melyet
mind az RA betegek és kontroll személyek esetében TagMan technologiaval végeztiink (152).
A pontos allélikus diszkriminacié érdekében Minor Groove Binder (MGB) TagMan® Assay-
eket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hasznaltunk, ahol az MGB az oligonukleotid
proba 3’ végében megnodveli az olvadasi hémérsékletet, igy stabilizalva a proba-target
hibrideket (152). Az MGB TagMan probak lényegesen révidebbek, mint a hagyomanyos
probak, igy jobban és pontosabban képesek megkiilonboztetni a nagymértékben homolog
allélszekvenciakat (152). Egy lokuszra tervezett TagMan® Assay tartalmaz egy primerpart,
egy VIC festékkel jelolt oligonukleotid probat (530 nm-es sarga csatorna), amely az 1-es allél
szekvenciat detektalja, és egy FAM festékkel jelolt probat (470 nm-es zold csatorna), amely a
2-es allél szekvencidjat detektdlja. Azok a mintdk, amelyek kizarélag a VIC vagy FAM
csatornakon mutatnak jelet, homozigota genotipusnak mindsiilnek az adott szekvencia
tekintetében, mig azok a mintdk, amelyek mindkét csatornan jelet mutatnak, heterozigédta
genotipusnak mindsiilnek az adott 16kusznak megfeleléen (152). Mindségileg ellenérzott
(quality check, QC) és funkcionalisan tesztelt Tagman Assay-eket hasznaltunk az rs878081
(assay ID: C_ 2978265 10) és rs1003854 16kuszon (assay ID: C__ 9480542 10), katalogus
szamuk: 4351379 (152).

A protokollunk szerint 9 pul gDNS-hez (20ng), 1 ul 20x TagMan® Assay-t és 10 ul 4371357
katalogusszamti TagMan Genotyping 2X Master Mix-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) adtunk, igy kialakitva a reakciooldat 20 pl-es oOssztérfogatat. A fluoreszcencia
intenzitasat a Rotor-Gene 3000 QPCR gépet (Corbett Life Science, Qiagen, Crawley,
Egyesiilt Kiralysag) hasznalva a FAM ¢és VIC csatornan, a Rotor-Gene 6 v6.1 szoftverrel
detektaltuk (152). A PCR protokoll a kdvetkezé volt: 10 perc 95°C-on az AmpliTaq Gold®
DNS-polimeraz, UP enzimaktivalas és 43 ciklus denaturacid és szintézis (15 masodperc
95°C-on a DNS denaturacio, 1 perc 60°C-on az annealing és az extenzio). Az allél
diszkriminacio értékelését a Rotor-Gene 6000 v1.7 szoftver (Corbett Life Science, Qiagen,
Crawley, Egyesiilt Kiralysag) segitségével végeztik (152). Genotipus-hozzarendelés
megerdsitése érdekében minden egyes minta spektrumat vizudlis ellendrzéssel feliilvizsgaltuk.
A mintak 100%-at sikeresen genotipizaltuk (152).
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A kovetkez0 10kuszokra tervezett specifikus Tagman Assay-eket hasznaltuk:

rs878081:
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44287894-
44288894:v=rs878081;vdb=variation;vf=1078950520

assay ID: C___ 2978265_10; katalogus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C 2978265 10
TCCAGAGAGCTGTGGCCATGTCCTC[C/T]JGGGGACGTCCCGGGAGCCCGAGGGG

rs1003854

http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289724-
44290724:v=rs1003854:vdb=variation;vf=1078952272

assay ID: C__ 9480542 10; kataléogus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C 9480542 10
CTCTTTTTCTTTAATAGACAGTATT[C/T]TTTTCCTGATAATACGCAATGGTAA

111.3.6. Statisztikai analizis

Statisztikai elemzéseinket az SPSS szoftver 28.0 verzigjaval végeztiilk (IBM Corp. Released
2021, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0; IBM Corp, Armonk, NY, USA). A
varhato genotipus-gyakorisagokat a Hardy-Weinberg-egyensuly (HWE) alapjan szamoltuk ki,
¢s a megfigyelt gyakorisagokkal vald kiilonbséget statisztikailag Osszehasonlitottuk nem-
paraméteres Xz probaval, hogy lassuk, mennyire illeszkednek a megfigyelt genotipus-
gyakorisagok a HWE szerint varhato gyakorisagokhoz (152). A klinikai paramétereket jelentd
folytonos valtozokat atlagérték + standard deviacié (SD) formaban abrazoltuk. A normalitas
meghatarozasara Shapiro-Wilk-probat, a Levene-tesztet pedig a variancidk egyezésének
elemzésére hasznaltuk (152). A csoportok Osszehasonlitasara a folytonos valtozok esetében
fiiggetlen mintas t-probat és varianciaanalizist alkalmaztunk (152). A nem normaleloszlasu
valtozok medianjainak Osszehasonlitasaira Mann-Whitney U és Kruskal-Wallis H probakat
alkalmaztunk kétszéli szignifikanciaval. A korrelaciot kétvaltozos korrelacioval, Pearson
korrelacids egyiitthatoval és kétszélli szignifikancidval vizsgaltuk. Binaris logisztikus
regressziot hasznaltunk OR-értékek kiszamitasara 95% CI intervallumot alkalmazva.
Statisztikai szignifikanciat akkor hatdroztuk meg, ha a p-értékek kisebbek voltak 0,05-nél.
Tobb okbol is a hagyomanyos 0,05-0s p-értéket valasztottuk. Eldszoér is, ez egy
szabvanyositott kiiszobérték a tudomanyos kutatasban (152). Ezen kiviil, tanulmanyunk
biologiai alapkutatas, amelynek célja a feltételezett expozicido és a kimenetel kozotti )
Osszefiiggések kimutatasa, ezért el akartuk keriilni ennek a standardizalt hatarértéknek a
korrigalasat vagy modositasat. Ebben az esetben a 0,05 valasztasa €sszerti, mert elfogadhato
egyensulyt teremt az els6- és masodfaju hibak kozott. Ez azt jelenti, hogy az érték ésszerti
egyensulyt hoz 1étre a til megengedé — ami a fals pozitiv eredmények kockazatanak
emelkedését okozza — €s a tiilsagosan szigoru értékelés kozott, ahol a fals negativ eredmények
kockazata emelkedett volna. Bar a statisztikai szignifikanciat 0,05-re allitottuk be, a
tablazatokban magasabb szignifikanciak (< 0,01, < 0,001) is megtalalhatok.

111.4. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régiékban talalhaté
allélpolimorfizmusok vizsgalata reumatoid artritisz kockazatara
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44287894-44288894;v=rs878081;vdb=variation;vf=1078950520
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44287894-44288894;v=rs878081;vdb=variation;vf=1078950520
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___2978265_10
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289724-44290724;v=rs1003854;vdb=variation;vf=1078952272
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289724-44290724;v=rs1003854;vdb=variation;vf=1078952272
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___9480542_10

I11.4.1. Etikai engedély

Annak érdekében, hogy vizsgalatunkat folytatni tudjuk sziikségiink volt tovabbi mintdk
gyljtésére ¢és idore, melyhez elengedhetetlen volt a pilot study kapott etikai engedély
modositdsara. Ennek soran mintagytjtésiink helyszinét a meglévé Harkédnyi Termal
Rehabilitaciés Centrum Kozhaszni Nonprofit Kft. mellett a Hévizgyogyfiirdd és Szent
Andras Reumakorhédzzal egyiittmiikodésben kibdvitettiik és kérelmeztiink az etikai engedély
meghosszabbitasat tovabbi négy évre. Benyujtott moddositasi kérelmiinket a szakhatosagi
véleményezésre felkért ETT TUKEB szakmai és etikai szempontbol megfeleldnek talalta és a
kutatasi terv kérelemben foglalt médositasanak engedélyezéséhez hozzajarult, melyek alapjan
a Nemzeti Népegészségiigyi Kdzpont a modositasi kérelmiinket az 57142-5/2022/EUIG
iktatoszamu hatarozatban, tovabbi négy évre 2022. november 8-an engedélyezte.

I11.4.2. Mintagyijtés

A mintagyjtés innentdl kezdve parhuzamosan két intézményben zajlott. A Harkanyi Termal
Rehabilitaciés Centrumban tortént RA és kontroll személyek vérmintdinak gytijtése, mig a
Hévizgyogyfiirdd és Szent Andras Reumakorhdzzal egyiittmiikddve kizardlag RA betegek
vérmintainak gyijtése zajlott. A vizsgalatra jelentkezés jelen esetben is Onkéntes alapon
tortént, melyhez beleegyez6 nyilatkozatot és betegtajékoztatot csatoltunk. A teljes
vérmintakat személyenként 4mL-es citratcsovekbe vettiikk, melyet intézetiinkben -75°C-on
taroltuk az analizisig. A vizsgalatra Onkéntesen vallalkozd személy RA csoportba keriilt,
amennyiben (1) 18 évnél idsebb volt, (2) alairta a beleegyezd nyilatkozatot, valamint (3) az
American College of Rheumatology diagnosztikus és besorolasi kritériumai alapjan az RA-t
diagnosztizaltak nala (136). Azon RA betegeket, akiknek a leletanyagaban fellelheté volt
egyidejlileg mas autoimmun korkép is, mint pl. Sjogren-szindroma, pszoridzis, SSc, SLE,
kizartuk a tovabbi elemzésbdl, annak érdekében, hogy kizarjuk az RA-tdl eltéré autoimmun
betegségek a kivalasztott allélpolimorfizmusokkal valo lehetséges Osszefliggését, valamint
hogy csokkentsiik az RA-t6l eltérd autoimmun betegségek RA kockazatara mért zavaro
hatasat. Jelen vizsgélatunkban a pilot studyban alkalmazott kontroll csoport életkori
kritériumat hasznlaltuk a fals RA negativ esetek elkeriilésére, igy a kontrollok életkori
felvételi kritériumat 75 év vagy annal iddsebbre emeltiik. Ennek hidnyaban esetleg olyan
alanyok kertiltek volna a kontrollcsoportunkba, akik az RA preklinikai, tiinetmentes
stadiumaban vannak. Az 6nkéntesen jelentkezd kontrollokra vonatkoz6 felvételi kritériumaink
ennek megfeleléen a kovetkezOk voltak: (1) 75 éves vagy annal idésebbnek kellett lennie, (2)
alairta a beleegyez6 nyilatkozatot, (3) az American College of Rheumatology diagnosztikus
¢s besorolasi kritériumai alapjan nem szenvedett RA-ban, (4) leletanyaga alapjan nem
szenvedett egyéb autoimmun betegségben (pl. SLE, SSc, psoriasis, Sjogren-szindroma), (5)
CRP-értéke < 20 mg/dl és Rf szintje < 25 IU/ml (153). A teljes mintagytijtés végére, 2023.
decemberére Osszesen 592 jelentkezd vérmintdit sikeriilt Osszegytijteni, melybdl 270 RA
beteg és 322 kontroll személy volt.

I11.4.3. Klinikai paraméterek vizsgalata

Az 592 személy vérmintajat elsédlegesen a kovetkez6 klinikai paraméterek meghatarozasara
hasznaltuk: teljes vérkép, koleszterin, vércukor, ESR, CRP, natrium, kalium, karbamid,
kreatinin, GOT, GPT, gamma-GT, alkalikus foszfataz, laktat-dehidrogenaz, kreatin-kinaz,
fehérjealbumin, magnézium, foszfor és a szérum bilirubin. Szérum Rf (IgG) és aCCP
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meghatarozas annak érdekében tortént, hogy erdsitsik RA-csoportkunkat, valamint a
kontrollb6l az alnegativakat kizarjuk (154,155). ESR meghatarozdsa a Harkanyi Termal
Rehabilitaciés Kozpont valamint a Hévizgyogyfirdd és Szent Andrds Reumakorhaz
laboratoriumaban, Westergren modszerrel tortént (156). A CRP és Rf (IgG) értékek
meghatarozasa a Harkanyi Termal Rehabilitacios Kézpontban, Konelab Arena 20XT klinikai
kémiai analizatorral (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) a gyarto
utmutatasainak megfeleléen tortént. A szérum aCCP szintet Immunoscan CCPlus enzimhez
kapcsolt immunszorbent assay kit (SvarLife Sciences, Malmo, Svédorszag) segitségével a
Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kozpont, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetében
hataroztak meg a gyartd protokolljanak megfeleléen. Mindezen adatok ismeretében
kiszamitottuk az RA-s személyek betegségének aktivitdsait a DAS28 pontrendszer alapjan
(137).

I11.4.4. Genomialis DNS extrakcioja teljes vérbél

Az 592 személy gDNS-ének extrakciojahoz jelen esetben is 0,5 ml teljes vérhez 1 ml DNAzol
BD reagenst (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) adva lizaltunk a gyarté utasitasai
szerint. Szobahémérsékleten a gDNS kicsapasat 0,4 mL izopropanollal 5 percig végeztiik
majd ezt kovetden a mintat centrifugaltuk. A pelletet eldszor 0,5 mL DNAzol BD reagenssel,
majd ezt kovetden masodszor 1 mL 75%-os etanollal mostuk. A szaritott gDNS-t 200 pL
Tris-EDTA pufferben oldottuk fel, és NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) segitségével kvantitativan megmeértiik.

111.4.5. Az AIRE allélpolimorfizmusok genotipizalasa

Reakcionként 20 ng gDNS-t hasznaltunk multiplex qPCR vizsgalatunkhoz. Ebben a
kiterjedtebb masodik vizsgéalatban az allélpolimorfizmusok genotipizalasara szintén TagMan
technologiaval alkalmaztunk. A Minor Groove Binder (MGB) TagMan® Assay-eket (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) alkalmazva stabilabb proba-target hibrideket sikeriilt
létrehoznunk az allélikus diszkrimindcid sordan. A pilot vizsgalatunk soran sikeresen
alkalmaztuk a genotipizalashoz sziikséges termékeket, igy a jelen esetben is azt a vizsgélati
elrendezést valasztottuk. TagMan® Assay-ek tartalmaznak egy primerpart, egy VIC festékkel
jelolt oligonukleotid probat (530 nm-es sarga csatorna), amely az 1-es allél szekvenciat
detektalja, és egy FAM festékkel jelolt probat (470 nm-es zdld csatorna), amely a 2-es allél
szekvencigjat detektdlja. Homozigdta a genotipus, ha kizarélag a VIC vagy a FAM csatornan
mutatkozik fluoreszcens jel. Heterozigbta a genotipus, amennyiben mindkét csatornan
mutatkozik jel. QC és funkciondlisan tesztelt Tagman Assay-eket hasznéltunk az rs878081
(assay ID: C__ 2978265 10), rs1003854 (assay ID: C__ 9480542_10), rs1003853 (assay ID:
C_ 2978264 1 ), rs2075876 (assay ID: C_ 15863141 20) és rs1055311 (assay ID:
C 9480540 20) lokuszon, katalogus szamuk: 4351379. Jelen esetben a pilot vizsgalat
soran sikeresen alkalmazott protokollt alkalmaztuk, mely szerint 9 pl gDNS-hez (20ng), 1 ul
20x TagMan® Assay-t és 10 pl 4371357 katalogusszamu TagMan Genotyping 2x Master
Mix-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) adtunk, igy kialakitva 20 pl-es
Ossztérfogatot. A fluoreszcencia intenzitasat ez esetben is a Rotor-Gene 3000 QPCR gépet
(Corbett Life Science, Qiagen, Crawley, Egyesiilt Kirdlysag) haszndlva a FAM ¢és VIC
csatornan, a Rotor-Gene 6 v6.1 szoftverrel detektaltuk. A PCR protokoll soran 10 percig
95°C-on az AmpliTaq Gold® DNS-polimeraz, UP enzimének aktivalasa melyet 43 ciklus
denaturacio é€s szintézis kovetett (15 masodperc 95°C-on a DNS denaturacid, 1 perc 60°C-on
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az annealing és az extenzid). Az allél diszkriminécio értékelését a Rotor-Gene 6000 v1.7
szoftver (Corbett Life Science, Qiagen, Crawley, Egyesiilt Kiralysag) segitségével végeztiik.
Minden egyes minta spektrumat vizualis ellendrzéssel feliilvizsgéltuk, annak érdekében, hogy
a genotipusok hozzarendelését megerdsitsiik. Ebben a vizsgalatban is sikeriilt a mintak 100%-
at sikeresen genotipizalni.

A kovetkezd 10kuszokra tervezett specifikus Tagman Assay-eket hasznaltuk:

rs878081:
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44287894-
44288894:v=rs878081;vdb=variation;vf=1078950520

assay ID: C__ 2978265 _10; kataléogus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C 2978265 10
TCCAGAGAGCTGTGGCCATGTCCTC[C/T]JGGGGACGTCCCGGGAGCCCGAGGGG

rs1003854
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289724-
44290724:v=rs1003854;vdb=variation;vf=1078952272

assay ID: C__ 9480542 10; katalégus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C 9480542 10
CTCTTTTTCTTTAATAGACAGTATT[C/T]TTTTCCTGATAATACGCAATGGTAA

rs1003853
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44288465-
44289465;v=rs1003853;vdb=variation;vf=722412392

assay ID: C__ 2978264 _1_; katalogus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C 2978264 1
GCAGGGCCGCTGGTGGCAGACCCACICIT]IGTGCCATCGGGGCATTCCATCTCAA

rs2075876
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44288770-
44289770:v=rs2075876;vdb=variation;vf=1078962793

assay ID: C_ 15863141 _20); katalogus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-

database/details/genotyping/C 15863141 20?pluginName=&CID=&ICID=
TGTTCCTTGTTCTGCTGCTGTGAGG[A/G]TAGTAGGTCTACTGTGCACAGACCC

rs1055311
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289185-
44290185;v=rs1055311;vdb=variation;vf=1078953309

assay ID: C__ 9480540 20; katalégus szam: 4351379
https://www.thermofisher.com/order/genome-

database/details/genotyping/C 9480540 20?CID=&ICID=&subtype=
GCTCCAAGAAGTGCATCCAGGTTGG|C/T]GGGGAGTTCTACACTCCCAGCAAGT

1I1.4.6. Statisztikai analizis

Statisztikai elemzéseinket a vizsgalat soran SPSS szoftver 28.0 verzidjaval végeztiik (IBM
Corp. Released 2021, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0; IBM Corp, Armonk,

44


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44287894-44288894;v=rs878081;vdb=variation;vf=1078950520
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44287894-44288894;v=rs878081;vdb=variation;vf=1078950520
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___2978265_10
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289724-44290724;v=rs1003854;vdb=variation;vf=1078952272
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289724-44290724;v=rs1003854;vdb=variation;vf=1078952272
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___9480542_10
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44288465-44289465;v=rs1003853;vdb=variation;vf=722412392
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44288465-44289465;v=rs1003853;vdb=variation;vf=722412392
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___2978264_1_
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44288770-44289770;v=rs2075876;vdb=variation;vf=1078962793
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44288770-44289770;v=rs2075876;vdb=variation;vf=1078962793
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__15863141_20?pluginName=&CID=&ICID
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__15863141_20?pluginName=&CID=&ICID
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289185-44290185;v=rs1055311;vdb=variation;vf=1078953309
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=21:44289185-44290185;v=rs1055311;vdb=variation;vf=1078953309
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___9480540_20?CID=&ICID=&subtype
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___9480540_20?CID=&ICID=&subtype

NY, USA). A HWE alapjan varhato és megfigyelt genotipus frekvencidkat nem-paraméteres
XZ probaval vizsgaltuk, hogy lassuk van-e szignifikans eltérés a kettd kozott. A kapcsoltsagot
a Lewontin-féle ,,D” modszerrel értékeltiik, ahol az LD-strukturat magabafoglald haplotipus
blokkot a Haploview szoftver (4.2. verzio) segitségével generaltuk (157). A klinikai folytonos
valtozokat atlagérték + SD formédban é&brdzoltuk. A normalitds meghatdrozasara Shapiro-
Wilk-probat, a Levene-tesztet pedig a variancidk egyezésének elemzésére hasznaltuk. A
csoportok Osszehasonlitdsara a folytonos valtozok esetében fliggetlen mintds t-probat és
varianciaanalizist alkalmaztunk. Mann-Whitney U ¢és Kruskal-Wallis H probékat
alkalmaztunk kétszéli szignifikancidaval a nem normadleloszlasu valtozok medidnjainak
Osszehasonlitasara. A korrelaciot kétvaltozos korrelacioval, Pearson korrelacios egyiitthatoval
¢s kétszéli szignifikanciaval vizsgaltuk. OR-értékek kiszamitasdra bindris logisztikus
regressziot alkalmaztunk, melynek soran 95% CI és p-értéket generaltunk. Statisztikai
szignifikanciat a 0,05 értéknél kisebb p-érték jelentette.

I11.5. AIRE allélpolimorfizmusok regulatorikus kotémotivumokra gyakorolt hatasainak
in silico elemzése

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, az egyes allélpolimorfizmusoknak a jelenléte milyen
hatassal lehet a transzkripcios faktorok kotddési affinitdsara, azokat az allélokat, melyek
statisztikailag szignifikdns asszociaciot mutattak RA kockézatdval illetve korrelaciot klinikai
paraméterekkel in silico elemeztiik a HaploReg v4.2 adatbazis segitségével (158,159).

Az adatbazisban a referencia SNP (rs)ID szamot begépelve az adott lokuszra a kovetkez6
alapadatokat kapjuk meg egy Osszefoglald tablazatban: melyik kromoszoman (chr) és hol
(pos) helyezkedik el; linkage disequilibrium (LD (r?, D)) értékek; mely allélpolimorfizmusok
talalhatok rajta (Ref, Alt); mi a MAF az egyes alpopulaciokban (afrikai: AFR, amerikai:
AMR, azsiai: ASN, eurdpai: EUR); transzkripcids faktor (TF) DNS k&tdmotivumaihoz vald
kotddési affinitas az egyes allélpolimorfizmusok jelenlétében mutatnak-e kiilonbséget, €s ha
igen, mely TF esetében (Motifs changed); a lokuszon jelen 1évd allélpolimorfizmusok
foglal helyet (GENCODE genes); mi az allélpolimorfizmus annotalt funkcionalis
kovetkezménye (dbSNP func annot) (159).

Vizsgéalatunk soran arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes allélpolimorfizmusok helyet
foglalnak-e bizonyos TF-k DNS ké&térégiojanak motivumaiban, és ha igen akkor hatassal
vannak-e az egyes allélok a TF kotodési affinitasara (Regulatory motifs altered). Az erre
vonatkoz6 eredményeket a HaploReg adatbazis helysulyozott matrix (position weight matrix,
PWM) predikcios modell segitségével adja meg, melyhez forrasként TF-kat, genomialis
kotohelyeket valamint DNS-TF kotodési affinitds értékeket tartalmazo adatbazisokat
(TRANSFAC, JASPAR) illetve fehérje-kotddési microarray vizsgalatok (protein-binding
microarray, PBM) eredményeit hasznaljak fel (160-163). A Ref- és Alt-allélokat mindkét
oldalon 29 bp-nyi genomialis kontextussal importaltdk UCSC Genome Browser adatbazisabol
(146).

A PWM egy scoring rendszer, mely egyrészt az adott nukleotid el6éfordulési gyakorisagat adja
affinitasat is mutatja. PWM-pontszam kiszamitasdhoz Osszegezni kell az egyes nukleotidok
logaritmikus valdszinliségeit az egyes poziciokban (159). A magasabb PWM-pontszammal
rendelkezé szekvencidk altalaban nagyobb kotddési affinitasnak jelentenek, mivel jobban
megfelelnek a TF preferalt kotOhelyének. A PWM pontszam egy valoszinliségi érték, melyet
esélyhanyadossa alakitdsa utan, annak 10-es alapu logaritmusat véve kapjuk meg a logarithm
of odds (LOD)-értéket, mely kiszamithaté ugyanabban a pozicidban 1évé Ref- és Alt-allélok
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adta kotdmotivum szekvencidkra (159). Relative magasabb LOD-értékb6él kivonva az
alacsonyabbat a kapott eredmény megmutatja, melyik allél biztosit a koétdmotivumnak
magasabb prediktiv kotddési affinitast a TF-hoz (159).

A kapott eredményeket tablazat osszesiti, melynek Position Weight Matrix ID oszlopa azon
TF-at jeloli melyek kotdmotivum szekvenciajaban megtalalhaté az adott SNP-t ado 16kusz.
’Strand’ oszlop azt mutatja, hogy a TF melyik DNS szélat, a pozitiv (sense) vagy negativ
(antisense) szalat preferalja (159). A Ref és Alt oszlop értékei az adott Ref és Alt
allélpolimorfizmushoz tartoz6 LOD-értékek, mig az utolsod oszlop a kotdmotivum lehetséges
szekvenciajat mutatja (159).

IV. Eredmények

IV.1. Az AIRE allélpolimorfizmusok meta-analizise autoimmun korképekben

IV.1.1. Bevalasztott kozlemények jellemzoi

Keresés soran a PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) iranyelveket kovettiik, melynek eredményeképpen Embase, PubMed, Cochrane
Library, és a Web of Science adatbazisokban 19 relevans kozleményt azonositottunk. A
duplikatumok eltavolitasat kovetéen a maradék 11 kozleményt vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy egyediil a RA esetében 6t, nagy elemszdmu eset-kontroll vizsgéalat volt jelen, mig a
tobbi autoimmun betegség esetében pusztan 1 vizsgalatot publikaltak, igy meta-analizisiinket
az RA iranyaba allitottuk. A PRISMA iranyelvek szerinti keresésiinket az 1. abra mutatja. A
bevalasztott eset-kontroll vizsgalatok azsiai és kaukazusi populaciokat vizsgaltak. A RA
diagnozisa és besorolasa kivétel nélkiil minden betegnél az ACR 1987-es kritériumai alapjan
tortént (136). A teljes RA betegpopulacionak atlagéletkora 54,1 + 2,4 év, ebbdl a ndi esetek
megoszlasa 73,34% volt. A genotipizalas soran microarray, SNaPshot és Tagman SNP-Assay
vizsgalatok alkalmaztak. Az 6t bevalasztott eset-kontroll analizis vizsgalata soran az rsID-
szam alapjan 11 SNP-t azonositottunk az AIRE kodolo génszakaszon (rs2075876, rs760426,
rs1800250, rs2776377, rs878081, rs1055311, rs933150, rs1003854, rs2256817, rs374696,
rs1078480), melyek koziil egyediil az rs2075876 és rs760426 allélpolimorfizmust vizsgalta
négynél tobb eset-kontroll analizis. Ennek megfelelden elvégeztiik az rs2075876 (7145 eset,
8579 kontroll) valamint az rs760426 (6696 eset, 8164 kontroll) SNP meta-analizisét. A
kontrollcsoportok genotipus-frekvencia értékei Hardy-Weinberg egyensulyban (HWE) voltak.
A bevalasztott vizsgalatok jellemzéit az I. tablazat tartalmazza.

IV.1.2. Az AIRE rs2075876 (G/A) SNP meta-analizise

A bevalogatott kozlemények koziil 6t vizsgalat elemezte az rs2075876 (G/A) SNP és az RA
fogékonysaga kozotti osszefiiggést (105). A bevalasztott kozlemények allélokkal szamoltak,
igy a résztvevok szamat megduplaztak. Annak érdekében, hogy a szamolas egységes legyen,
mi is ezt kovettiik. A publikiciok koziil Terao és mtsai. altal készitett GWAS héarom
egymastol fliggetlen eset-kontroll vizsgélatot foglalt magéban (A, B, C-vel jeldlve) (105).
Garcia-Lozano és mtsai. kozleményének kivételével az Osszes vizsgalat részletesen leirta az
egyes GG, AG, AA genotipusok megoszlasat, ebbdl addéddan esélyhanyadosokat tudtunk
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szamolni olyan esetekben, ha azok nem alltak rendelkezésre (II. tablazat). Az egyes genetikali
modellekre kapott eredményeket a 2. abra mutatja.
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1. abra: A meta-analizisbe bevalogatott és a kizart kozlemények PRISMA iranyelvek
szerinti folyamatabraja

Az allélikus modellre (A vs. G, 2. abra) szamolt esélyhanyadosok értékei: 1,21 (95% CI 1,09-
1,36, p<0,001), 1,18 (1,07-1,30, p=0,001), 1,15 (1,06-1,24, p<0,001), 1,02 (0,42-2,42,
p=0,964), 1,32 (1,04-1,69, p=0,021), 1,30 (1,12-1,50, p<0,00), és 1,41 (1,16-1,70, p<0,001)
(105). A dominans modellre (AG+AA vs. GG, 2. abra) szamolt esélyhanyadosok értékei:
1,18, (95% CI 1,06-1,32, p=0,002), 1,31 (1,19-1,45, p<0,001), 1,18 (1,09-1,27, p<0,001), 1,41
(1,08-1,84, p=0,010), 1,55 (1,32-1,82, p<0,001), és 1,48 (1,22-1,78, p<0,001) (105).
Recessziv modellre (AA vs. AG+GG, 2. abra) szamolt OR értékek: 1,53 (95% CI 1,31-1,79,
p<0,001), 1,09 (0,95-1,26, p=0,204), 1,25 (1,12-1,39, p<0,001), 1,52 (1,13-2,05, p=0,006),
1,25 (1,05-1,49, p=0,010), és 1,78 (1,36-2,35, p<0,001) (105). Kodominans heterozigdta
modell (AG vs. GG) esetében szamolt esélyhanyadosok értékei: 1,08 (0,96-1,21, p=0,168),
1,32 (1,20-1,47, p<0,001), 1,13 (1,05-1,23, p=0,002), 1,28 (0,97-1,70, p=0,077), 1,51 (1,28-
1,79, p<0,001), és 1,34 (1,10-1,64, p=0,003) (105).
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ikala Atlagéletkor N6k %
Pub’llkalas Orszag Etnicitas Diagnosztikus kritérium Genotipizalas : > K°"t,’ oll
eve eset kontroll | eset | kontroll | forrasa
rerao C és A 2011 Revised criteria (1987) of the microarray 63,0£12,5 52,0+15,8 |82,1 60,6 K
mtsai 2011 Japan azsiai American College of microarray 60,8+11,5 38,1+11,9 |84,1| 39,6 K
cl 201 Rheumatology for RA microarray 61,4¢11,5 | 52,5¢152 |81,4| 444 K
, Revised criteria (1987) of the
Gar ce’:’:‘::::"’ R | 2013 | spanyolorszag | kaukazusi American College of e;i?m?: S:ls:a 49,23 +14,8 NA 743| NA K
: Rheumatology for RA & yping v
SNP Revised criteria (1987) of the
rs2075876 Shao S és mtsai. 2014 Kina azsiai American College of SNaPshot assay | 48,69+14,18 | 47,02+16,34 | 80,6 | 37,0 K
(G/A) Rheumatology for RA
Revised criteria (1987) of the
. . , P . Tagman SNP
Feng ZJ és mtsai. 2015 Kina (Han) azsiai American College of enotyping assa 54,1+11,2 | 52,4+11,8 | 53,5 58,5 K
Rheumatology for RA & yping v
Revised criteria (1987) of the
Li X és mtsai. 2016 Kina (Shaanxi) azsiai American College of Snapshot Assay 43,5+19,2 | 443+17,8 |64,3| 59,7 K
Rheumatology for RA
A| 2011 Revised criteria (1987) of the microarray 63,0£12,5 | 52,0+158 |82,1| 60,6 K
Terao C és . P .
mtsai. 2011 Japan azsiai American College of microarray 60,8+11,5 | 38,1+11,9 |84,1| 39,6
2011 Rheumatology for RA microarray 61,4+11,5 | 52,5¢152 |81,4| 44,4
Revised criteria (1987) of the
SNP Shao S és mtsai. 2014 Kina azsiai American College of SNaPshot assay | 48,69+14,18 | 47,02+16,34 | 80,6 | 37,0 K
rs760426 Rheumatology for RA
(A/G) Revised criteria (1987) of the Taaman SNP
Feng ZJ és mtsai. 2015 Kina (Han) azsiai American College of eno(: ing assa 54,1+11,2 | 52,4+11,8 [53,5| 58,5 K
Rheumatology for RA g yping v
Revised criteria (1987) of the
Li X és mtsai. 2016 Kina (Shaanxi) azsiai American College of Snapshot Assay 43,5+19,2 | 443+17,8 |64,3| 59,7 K
Rheumatology for RA

I. tablazat: rs2075876 (G/A) és rs760426 (A/G) SNP meta-analiziséhez bevalasztott vizsgalatok jellemz6i (NA: nincs adat, K: kérhaz)
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Polimorfizmus Publikacio Genetikai modell OR 95%Cl P
Allelikus* (Avs G) 1,21 1,09-1,36 | < 0,001
Dominans (AG+AA vs GG) | 1,18 | 1,06-1,32 | 0,002
Recessziv (AA vs AG+GG) | 1,53 | 1,31-1,79 | < 0,001
Kodominans heterozigéta | (AG vs GG) 1,08 | 0,96-1,21 | 0,168
Kodomindns homozigéta | (AA vs GG) 1,60| 1,35-1,89 |< 0,001
Allelikus* (Avs G) 1,18 | 1,07-1,30 | < 0,001
Dominans (AG+AA vs GG) | 1.31| 1,19-1,45 | < 0,001
Terao C, 2011 Recessziv (AA vs AG+GG) | 1,09 | 0,95-1,26 | 0,204
Kodominans heterozigéta | (AG vs GG) 1,32 | 1,20-1.47 |<0,001
Kodominans homozigota | (AA vs GG) 1,27 | 1,09-1,48 | 0,002
Allelikus* (Avs G) 1,15 1,06-1,24 | < 0,001
Dominans (AG+AA vs GG) | 1,18 | 1,09-1,27 | < 0,001
Recessziv (AA vs AG+GG) | 1,25 | 1,12-1,39 | <0.001
Kodominans heterozigota | (AG vs GG) 1,13 | 1,05-1,23 | 0,002
Kodominans homozigota | (AA vs GG) 1,34| 1,19-1,51 |< 0,001
Allelikus (Avs G) 1,02 | 0,42-2,42 | 0,964
SNP Dominans (AG+AA vs GG)
rs2075876 | Garcia-Lozano JR, 2013 Recessziv (AA vs AG+GG)
(G/A) Kodominans heterozigdéta | (AG vs GG) NA
Kodomindns homozigéta | (AA vs GG)
Allelikus* (AvsG) 1,32 | 1,04-1,69 | 0,021
Dominans (AG+AA vs GG) | 1,41 | 1,08-1,84 | 0,010
Shao S, 2014 Recessziv (AA vs AG+GG) | 1,52 | 1,13-2,05 | 0,006
Kodominans heterozigéta | (AG vs GG) 1,28 | 0,97-1,70 | 0,077
Kodomindns homozigéta | (AA vs GG) 1,78 | 1,26-2,52 | 0,001
Allelikus (Avs G) 1,30 1,12-1,50 | < 0,001
Dominans (AG+AA vs GG) | 1,55 | 1,32-1,82 | < 0,001
Feng ZJ, 2015 Recessziv (AA vs AG+GG) | 1,25 | 1,05-1,49 | 0,010
Kodominans heterozigéta | (AG vs GG) 1,51| 1,28-1,79 |< 0,001
Kodominans homozigota | (AA vs GG) 1,62 1,32-1,99 |<0,001
Allelikus* (Avs G) 1,41 1,16-1,70 | < 0,001
Dominans (AG+AA vs GG) | 1,48 | 1,22-1,78 | < 0,001
Li X, 2016 Recessziv (AAvs AG+GG) | 1,78 | 1,36-2,35 | < 0,001
Kodominans heterozigota | (AG vs GG) 1,34| 1,10-1,64 | 0,003
Kodominans homozigota | (AA vs GG) 2,09 1,56-2,81 |<0,001

I1. tablazat: rs2075876 (G/A) SNP vizsgalata soran, az egyes genetikai modellekhez
szamolt OR, 95%CI és p-érték (NA = nincs adat; OR = odds ratio; Cl = konfidencia

intervallum)

A kodominans homozigota modellre (AA vs. GG) szamolt OR értékek: 1,60 (95% CI 1,35-
1,89, p<0,001), 1,27 (1,09-1,48, p=0,002), 1,34 (1,19-1,51, p<0,001), 1,78 (1,26-2,52,
p=0,001), 1,62 (1,32-1,99, p<0,001), és 2,09, (1,56-2,81, p<0,001) (105).
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Vizsgilat genetikai modell

Terao C, 2011 A Allélikus
Terao C, 2011 B Allélikus
Terao C, 2011 C Allélikus
Garcia-Lozano JR, 2013 Allélikus
Shao S, 2014 Allélikus
Feng ZJ, 2015 Allélikus
Li X, 2016 Allélikus
Vizsgilat genetikai modell

Terao C. 2011 A Dominans
Terao C, 2011 B Dominans
Terao C, 2011 C  Dominans

Shao S, 2014 Dominans
Feng ZJ, 2015 Dominans
Li X. 2016 Dominéns
Vizsgilat  genetikai modell

Terao C,2011 A Recessziv

Terao C,2011B  Recessziv
Terao C, 2011 C Recessziv
Shao S, 2014 Recessziv
Feng ZJ, 2015 Recessziv

Li X, 2016 Recessziv

kockizati / Teljes

SNP Egyes vizsgilatok statisztikidja

Esély- Alsé- Felsé-

hinyados hataérték hatarérték  p-érték

152075876 1.219 1.091 1362 0.000

152075876 1.184 1.071 1.308 0.001

1s2075876 1.154 1.067 1.247 0.000

152075876 1.020 0.429 2.425 0.964

152075876 1.328 1.043 1.691 0.021

152075876 1.300 1.125 1.502 0.000

152075876 1413 1.168 1.709 0.000

1.209 1.153 1.268 0.000

SNP Egyes vizsgilatok statisztikidja

12075876

152075876

12075876

152075876

152075876

152075876

SNP

1s2075876

12075876

12075876

152075876

152075876

152075876

Esély-

hinyados hatiérték hatirérték

1.187

1.317

1.180

1.415

1.551

1.481

1.316

Alsé-

1.064

1.195

1.093

Felsé-

p-érték

0.002

0.000

0.000

0.010

0.000

0.000

0.000

Egyes vizsgilatok statisztikdja

Esély-

hanyados hatdérték hatarérték

1.788

Alsé-

1.313

1.130

1.056

1.360

1.187

Felso-

p-érték

0.000

0.204

0.000

0.006

0.010

0.000

0.000
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2. abra: Allélikus (A vs. G), dominans (AG+AA vs. GG) és recessziv (AA vs. AG+GG)
szamitott forest plot analizisek, mely az rs2075876 (G/A) SNP és a RA kockazata kozotti
osszefiiggést mutatja (Cl: konfidencia intervallum)

A heterogenitasi tesztek eredménye az allélikus modell esetében P,=0,439, |2:0%; dominans
modellnél Py=0,011, 1°=66,2%; recessziv modellnél Py=0,005, 1°=69,9%; kodominans
heterozigota modell esetében Pp=0,004, I2=70,5%; kodominans homozigéta modellnél
P,=0,012, 1°=65,4% (105). Mérsékelt heterogenitast taldltunk a dominans, recessziv,
kodominans heterozigdta és kodominans homozigdta modelleknél. A 31 esélyhanyados koziil



egyedil 4 bizonyult statisztikailag inszignifikdnsnak, 27 szignifikdns OR érték
egyezményesen azt mutatta, hogy az rs2075876 (G/A) SNP el6fordulasanak esélye nagyobb a
RA esetcsoportban szemben a kontroll csoporttal, igy a kapott eredmények kapcsolatot
mutattak az AIRE transzkripcios faktort kodol6 DNS-szekvenciaban talalhato rs2075876
(G/A) SNP és RA fogékonysag kozott (105).

IVV.1.3. Az AIRE rs760426 (A/G) SNP meta-analizise

A bevalasztott kozlemények koziil négy vizsgalat elemezte az rs760426 (A/G) SNP és a RA
fogékonysaga kozotti Osszefliggést. A bevalasztott kdzlemények allélokkal szamoltak, igy a
résztvevok szamat megduplaztak. Annak érdekében, hogy szdmolasunk egységes legyen, mi
is ezt kovettiik. Ez esetben is, Terao és mtsai. altal készitett GWAS analizis harom egymastol
fiiggetlen eset-kontroll vizsgalattal szolgalt (A, B, C-vel jeldlve). Feng és mtsai.
kozleményének kivételével az Osszes vizsgalat részletesen leirta az egyes AA, GA, GG
genotipusok megoszlasat, ebbdl addddan esélyhdnyadosokat tudtunk szédmolni olyan
esetekben, ha azok az eredeti kozleményekben nem alltak rendelkezésre (111. tablazat). Feng
és mtsai. aszimmetrikus esélyhanyadost publikalt, igy a tovabbiakban kizartuk a kapcsolodo
OR, 95% CI és p-értékeket a meta-analizisiinkb6l. Az egyes genetikai modellekre kapott
eredményeket a 3. abra mutatja (105).

Az allélikus modellre (G vs. A, 3. abra) szamolt esélyhanyadosok értékei: 1,23 (95% CI 1,10-
1,37, p<0,001), 1,13 (1,02-1,25, p=0,011), 1,16 (1,08-1,26, p<0,001), 1,25 (0,98-1,60,
p=0,062), 1,25 (1,04-1,52, p=0,018). A dominans modellre szamolt esé¢lyhanyadosok értékei
(GG+GA vs. AA, 3. abra): 1,16 (1,04-1,29, p=0.007), 1,19 (1,08-1,31, p<0,001), 1,18 (1,09-
1,27, p<0,001), 1,19 (0,92-1,55, p=0,171), és 1,32 (1,10-1,59, p=0,003). Recessziv modellre
(GG vs. GA+AA, 3. abra) szamolt esélyhanyadosok értékei: 1,66 (95%CI 1,43-1,94,
p<0,001), 1,15 (1,00-1,32, p=0,047), 1,19 (1,07-1,32, p=0,001), 1,55 (1,16-2,08, p=0,003), és
1,36 (1,05-1,77, p=0.020). Kodominans heterozigota modellre (GA vs. AA) szamolt
esélyhanyadosok értékei: 1,03, (95% CI 0,92-1,16, p=0,582), 1,17 (1,06-1,30, p=0,002), 1,15
(1,06-1,25, p=0,001), 1,04 (0,79-1,38, p=0,741), and 1,26 (1,03-1,54, p=0,020). Kodominans
homozigota modellre (GG vs. AA) szamolt esélyhanyadosok értékei: 1,69 (1,43-2,00,
p<0,001), 1,25 (1,08-1,46, p=0,003), 1,29 (1,15-1,44, p<0,001), 1,60 (1,15-2,24, p=0,006)

Polimorfizmus Publikacio Genetikai modell OR 95%Cl p
Allelikus* (Gvs A) 1,23 | 1,10-1,37 | <0,001
Dominans (GG+GA vs AA) 1,16 | 1,04-1,29 | 0,007
A Recessziv (GG vs GA+AA) 1,66 | 1,43-1,94 | <0,001
Kodominans | (-r ¢ an) 1,03 |0,92-1,16 | 0,582
heterozigdta
Kodomindans
- 1
SNP rs760426 ) . homozigsta | (GG VS AA) 169 | 1,43-2,00 | <0,00
Terao C és mtsai.
(A/G) Allelikus* (Gvs A) 1,13 | 1,02-1,25 | 0,011
Dominans (GG+GA vs AA) 1,19 | 1,08-1,31 | <0,001
B Recessziv (GG vs GA+AA) 1,15 | 1,00-1,32 | 0,047
Kodomindns | (cp o an) 1,17 |1,06-1,30 | 0,002
heterozigdta
Kodomindns | o a) 1,25 | 1,08-1,46 | 0,003
homozigéta
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Allelikus* (GvsA) 1,16 | 1,08-1,26 | <0,001
Dominans (GG+GA vs AA) 1,18 | 1,09-1,27 | <0,001
C Recessziv (GG vs GA+AA) 1,19 | 1,07-1,32 | 0,001
Kodomindns | (r /¢ aa) 1,15 | 1,06-1,25| 0,001
heterozigdta
Kodomindns | oo ap) 1,29 | 1,15-1,44 | <0,001
homozigota
Allelikus* (GvsA) 1,25 | 0,98-1,60 | 0,062
Dominans (GG+GA vs AA) 1,19 | 0,92-1,55| 0,171
, ) Recessziv (GG vs GA+AA) 1,55 | 1,16-2,08 | 0,003
Shao S és mtsai. E——
0COMINANS =1 G s AA) 1,04 |0,79-1,38 | 0,741
heterozigdta
Kodominans | (o a) 1,60 | 1,15-2,24 | 0,006
homozigéta
Allelikus* (GvsA) 1,87 | 1,09-2,45 | 0,074
Dominans (GG+GA vs AA)
, 3 Recessziv (GG vs GA+AA)
Feng ZJ] és mtsai. Kodorminans NA
heterozigdta (GAvs AA)
Kodom!n:fms (GG vs AA)
homozigéta
Allelikus* (GvsA) 1,25 | 1,04-1.52 | 0,018
Dominans (GG+GA vs AA) 1,32 | 1,10-1,59 | 0,003
L, 3 Recessziv (GG vs GA+AA) 1,36 | 1,05-1,77 | 0,020
Li X és mtsai. Kodorminans
. (GA vs AA) 1,26 | 1,03-1,54 | 0,020
heterozigdta
Kodominans | - an) 1,54 |1,16-2,04 | 0,003
homozigota

II1. tablazat: rs760426 (G/A) SNP vizsgalata soran, az egyes genetikai modellekhez
szamolt OR, 95%CI és p-érték (NA: nincs adat, OR: odds ratio, Cl:konfidencia
intervallum)

és 1,54 (1,16-2,04, p=0,003) (105). A heterogenitasi tesztek eredménye az allélikus modell
esetében P,=0,737, I2=O%; dominans modellnél P,=0,822, I2=0%; recessziv. modellnél
Py=0,001, 1°=76,7%; kodominans heterozigota modell esetében Py=0,323, 1°=14,2%;
kodominans homozig6ta modellnél P,=0,038, I2=60,5%. Meérsékelt heterogenitast talaltunk a
recessziv és kodominans homozigota modelleknél (105).
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Vizsgalat genetikai modell  SNP Egyes vizsgilatok statisztikdja kockazati / Teljes Esélyhinyados és 95% CI

Esély- Alsé- Felso- Relativ
hinyados hataérték hatirérték p-érték  Eset Kontroll sily
Terao C, 2011 A Allélikus 18760426 1.233 1.104 1.376 0.000 997 / 2484 1047 /2972 . 20.68
Terao C, 2011 B Allélikus 15760426 1.135 1.029 1.251 0.011 1427/ 3692 1151/3224 26.13
Terao C, 2011 C Allélikus 18760426 1.169 1.082 1.263 0.000 1792 / 4602 2420/ 6856 41.96
Shao S, 2014 Allélikus 15760426 1.259 0.989 1.603 0.062 222 /464 263 /624 4.28
LiX. 2016 Allélikus 15760426 1.258 1.041 1.521 0.018 298 /768 386/1152 —— 6.95
1.183 1.125 1.243 0.000 4736 /12010 5267 /14828 0
0.5 1) 2
esetnek kontrollnak
kedvezd kedvezd
Vizsgalat genetikai modell SNP Egyes vizsgalatok statisztikaja kockazati / Teljes Esélyhanyados és 95% CI
.,:;.syi'.’,{os ha/t\éltséi;ék haf::i:tel\ p-érték Eset Kontroll R::iil‘;iv
Terao C.2011 A Dominans 15760426 1.161 1.041 1.295 0.007 1556 /2484 1756 /2972 . 20.72
Terao C, 2011 B Dominans 15760426 1.196 1.086 1.318 0.000 2324 /3692 1892 /3224 . 26.42
Terao C,2011 C  Dominéns 15760426 1.184 1.097 1299 0.000 2870/ 4602 3940/ 6756 . 42.02
Shao S, 2014 Dominans 15760426 1.198 0.925 1.553 0.171 326/ 464 414 / 624 —t—fl— 3.69
LiX. 2016 Dominans 15760426 1.327 1.101 1.598 0.003 474 /768 632 /1152 —.— 715
1.193 1.135 1.254 0.000 7550 /12010 8634 /14728 ’
0.5 1 2
esetnek kontrollnak
kedvezd kedvezé
Vizsgilat genetikai modell SNP Egyes vizsgalatok statisztikdja kockazati / Teljes Esélyhanyados és 95% CI
ha’F;ls;::}t,i-os e TR p-értck  Eset Kontroll R::;;iv
Terao C,2011 A Recessziv 15760426 1.668 1.431 1.944 0.000 438 /2484 338/2972 -.- 20.34
Terao C,2011 B Recessziv 15760426 1.150 1.002 1321 0.047 530/3692 410/3224 24.86
Terao C, 2011 C Recessziv 15760426 1.195 1.074 1.329 0.001 714 / 4602 900/ 6756 . 42.27
Shao S, 2014 Recessziv 15760426 1.559 1.164 2.088 0.003 118 /464 112/ 624 — 5.59
Li X, 2016 Recessziv 15760426 1.365 1.050 1.774 0.020 122 /768 140/ 1152 —— 6.95
1.298 1.211 1.391 0.000 1922/12010 1900/ 14728 ’
0.5 1 2
esetnek kontrollnak
kedvezd kedvezé

3. abra: Allélikus (G vs. A), dominans (GG+GA vs. AA) és recessziv modellre (GG vs.
GA+AA) szamitott forest plot analizisek, mely az rs760426 (A/G) SNP és a RA
kockazata kozotti osszefiiggést mutatja (Cl: konfidencia intervallum)

A 26 esélyhanyados koziil egyediill 4 bizonyult statisztikailag inszignifikansnak, 22
szignifikdns OR érték egyezményesen azt mutatta, hogy az rs760426 (A>G) SNP
eléfordulasanak esélye nagyobb a RA esetcsoportban szemben a kontroll csoporttal, igy a
kapott eredmények kapcsolatot mutattak az AIRE transzkripcids faktort kodolé DNS-
szekvenciaban talalhat6 rs760426 (A/G) SNP és RA fogékonysag kozott (105).
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1V.1.4. Szenzitivitas-analizis

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az egyes eset-kontroll vizsgalatok hatasat a teljes
meta-analizisre, szenzitivitas-analizist végeztiink egy adott vizsgalat kihagyasaval, melynek
eredményeképpen, az allélikus (4. abra), domindns, recessziv, kodominans hetero- ¢és
homozigota genetikai modelleknél nem talaltunk heterogenitast (105).

Vizsgilat genetikai modell SNP

Terao C, 2011 A Allélikus rs2075876
Terao C, 2011 B Allélikus rs2075876
Terao C, 2011 C Allélikus rs2075876
Garcia-Lozano JR, 2013 Allélikus 152075876
Shao S, 2014 Allélikus 152075876
Feng ZJ. 2015 Allélikus 152075876
Li X, 2016 Allélikus rs2075876

Vizsgalat genetikai modell ~ SNP

Terao C, 2011 A Allélikus 15760426
Terao C, 2011 B Allélikus 15760426
Terao C, 2011 C Allélikus rs760426
Shao S, 2014 Allélikus 15760426

Li X, 2016 Allélikus 15760426

egy adott vizsgalat kihagyasaval

Erték

1.217

1.226

1.243

végzett statisztika

Also-

hatirérték hatirérték

1.144

1.153

1.171

1.153

1.147

1.139

1.139

1.153

Felso-

1.294

1.303

1.321

1.281

1.269

1.257

1.268

p-érték

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

egy adott vizsgalat kihagyasaval
végzett statisztika

Erték

Alsé-

Felsé-

hatirérték hatirérték

1.170

1.200

1.192

1:179

1.177

1.183

1.106

1.132

1.117

1.120

1.118
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4. abra Allélikus modellek szenzitivitas analizisének eredménye rs2075876 (G/A) és

rs760426 (A/G) SNP esetében

1V.1.5. Publikacios torzitas analizise

Az elemzés soran funnel plotokat hoztunk létre az egyes polimorfizmusok esetében az
allélikus (5. abra), dominans, recessziv, kodominans hetero- ¢és homozigota genetikai
modellekre. Elemzésiink soran szemrevételezéssel azt tapasztaltuk, hogy az dsszes funnel plot
tokéletesen szimmetrikus, igy publikécids torzitas nem volt jelen rs2075876 SNP ¢és rs760426

SNP vizsgalatakor.
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5. abra: Allélikus modell funnel plot analizisének eredménye rs2075876 (G/A) és
rs760426 (A/G) SNP esetében (OR: odds ratio)

IV.1.6. Trial sequential analizis

Az 152075876 (G/A) és 1rs760426 (A/G) SNP-k allélikus modelljeire elvégzett TSA
eredményeként a kumulalt z-gorbék (kék vonal) metszették a TSA monitorald (ellendrzo)
hatarvonalait, igy a meta-analizis 0sszesitett elemszama eléri a sziikséges értéket (6. abra).
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6. abra: Allélikus modellek TSA analizisének eredménye rs2075876 (G>A) és rs760426
(A>G) SNP esetében

Ebbdl adodoan, a levont kovetkeztetés nagy erdsséggel alatamasztja az rs2075876 (G>A),
rs760426 (A>G) SNP és a RA fogékonysaga kozotti kapcsolatot. Ezek az eredmények

egyuttal azt is mutatjdk, hogy az Osszefiiggés szempontjabol meta-analizisiinkbe tovabbi
vizsgalatot bevonni sziikségtelen.

IV.2. In silico vizsgalat AIRE allélpolimorfizmusok meghatarozasara

UCSC Genome Browser és az Ensembl automatikus annotacios rendszerében a keresésiinket
az AIRE kodold szekvenciajara (HGNC Symbol; Acc: HGNC:360) allitottuk be, mely a 21.
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kromoszoéma hosszu karjan, a 21q22.3 savnal taladlhat6 a 44,285,838-44,298,648 kozotti
régidban, 5°-3” iranyban (147,148). Korlatozasok nélkiil 23 023 variacidt azonositottunk,
melyek kozé CNV, pontmutécio, indel és SNP is tartozik. A globalis MAF 0,01-0,5-re torténd
beallitasa utdn 68 olyan SNP-t detektaltunk, melyek az NCBI dbSNP, 1000 Genomes Project
Phase III (beleértve a HapMap projektet), NHLBI Trans-Omics for Precision Medicine
(human only), NHLBI GO Exome Sequencing Project (human only), Genome Aggregation
Database (human only) és Exome Aggregation Consortium (human only) adatbazisok
legalabb egyikében szerepelnek és MAF értékiik 0,01 és 0,5 kozott helyezkedik el (148-151).
Kizarasi kritériumainkat kovetve, annak érdekében, hogy az alacsony detektalhatosagi
valoszintiséget elkertiljiik 24 olyan SNP-t zartunk ki melyeknél a globalis MAF érték 0,01-0,5
kozotti de az EUR és a CEU alpopulaciokban ez az érték 0,01 alatti. In silico vizsgalatunk
ezen pontjan 44 SNP-t valasztottunk ki a 44,285,838-44,298,648 régiobol, melyek 0,01-0,5
MAF-értékkel rendelkeznek EUR ¢és CEU alpopuldcidoban ¢és nagy valészintiséggel
alacsonyabb elemszdmu vizsgalatnal is mar detektalhatoak.

IV.3. Pilot vizsgalat AIRE rs878081 és rs1003854 allélpolimorfizmusok vizsgalatara
reumatoid artritisz betegek mintaiban

crer

mely régiot tartjuk fontosnak a pilot vizsgalat kivitelezésére. A strukturalis domének koziil a
SAND régio sajatos, mert fehérje-fehérje kapcsolatok és az AIRE expressziojanak fenntartasa
mellett egyik legfontosabb funkcidja az MTEC sejtek DNS-éhez valo kotodés, mely feltétele a
klaszterba rendezett TRA-gének CBP-fiiggé promiszkuis génexpresszidjanak, ami pedig
sziikséges a centralis tolerancia sordan a medullaba érkezé SP CD4" vagy CD8" timocitak
negativ szelekcidjahoz, az autoreaktiv T-sejtek klonalis torléséhez (23). Mutaciok az AIRE
vezetnek, mely diszfunkcid a negativ szelekcié defektusa (21,164,165). Tekintettel a SAND
régio jelentdségére a negativ szelekcidban és az autoimmunitasban, a vizsgaldédadsunkat SAND
régioban talalhatod allélpolimorfizmusok felé forditottuk. Pilot vizsgalatunk célja, ezen régio
genotipizalasanak elkezdése, valamint hogy megtudjuk, az allélpolimorfizmusok
diszkriminacidjara valasztott allélspecifikus probak és a genotipizalds soran kialakitott
protokoll megfeleldek-e? A célkitlizés teljesitésére a kovetkezd két 16kuszt valasztottunk ki az
elézetesen in silico modszerrel kialakitott 44 SNP-t magaba foglalo adatbazisunkbol. Az exon
5-0s régidban talalhato rs878081-t és a vele magas genetikai kapcsoltsagban 1évé, az intron 7-
es régioban 1év6 rs1003854-t (7. abra) (152).

IVV.3.1. A pilot vizsgalatban résztvevo alanyok demografiai és klinikai jellemz6i

RA-ban szenvedd eset €és kontroll személyek demografiai és klinikai adatait a IV. tablazat
tartalmazza. RA betegek atlagéletkora 65,38 + 9,84 év, nemi eloszlasuk alapjan 85%-uk nd
(152,165). Annak érdekében, hogy minimalizaljuk a latens esetek valoszinliségét a kontrollok
kozott, 75 éves vagy anndl iddsebb résztvevoket vontunk be. A betegek és a
kontrollszemélyek mind Magyarorszagon sziilettek. Az RA csoportban szignifikdnsan
magasabb ESR, CRP, Rf (IgG) és aCCP autoantitest szinteket mutattak ki (p<0,001) és 60%-
os szeropozitivitast mutattak 100 kontroll személyhez képest, akiknél az emlitett klinikai
paraméterek a normalis tartomanyban voltak, szeronegativitasa 100%-0s volt (152, 166-169).
A DAS28-at RA-s betegek esetében is kiszamitottuk, ahol a DAS28 atlagértéke mérsékelt
betegségaktivitasra utalt (170).
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7. abra: Az AIRE exon és intron kédolo szekvenciai (GENCODE V44), az AIRE fehérje
doménjei (Uni-Prot domének), az rs878081 és rs1003854 pozicioi (UCSC Genome
Browser human (GRCh38/hg38) adatbazis lekérdezése altal generalt, az UCSC Genome
Browser weboldalarél szabadon letoltheté kép) https://genome.ucsc.edu/index.html
(146)

1V.3.2. Genotipus-frekvenciak és a Hardy—Weinberg equilibrium

Kontrollcsoportokban az rs878081 ¢és rs1003854 lokuszok alléljai altal meghatdrozott
genotipusok eléfordulési gyakorisdgai megfeleltek a Hardy—Weinberg egyensulynak, ugyanis
szignifikdnsan nem tért el a vart és a megfigyelt genotipusfrekvencia egymastol. Az rs§78081
esetében p=0,316 valamint az r1s1003854 esetében p=0,214. Ennek megfelelden
mintagytjtésiinkkel elkeriiltiik a szelekcids torzitast, a non-random mintavételt valamint a

rokonok halmozodasat.

Tellemzék RA betegek Kontrollok
(N=100) (N=100)

Eletkor (évek), atlag + SD 65,38 +£9,84" 81,17 + 4,56

Nem

N6, no. (%) 85 (85%) 68 (68%)

Férfi, no. (%) 15 (15%) 32 (32%)

ESR (We) (mm/h), atlag + SD *

(normalis tartomany: 3—13 mm/h) 40,24 23,90 15,43 9,97

CRP (mg/dL), mean = SD *

(normalis tartomany: 0—10 mg/dL) 28,80+£29.21 6,19£2,53

Rf (IgG) (IU/mL), atlag + SD *

(normalis tartomany: 0—15 1U/mL) 166,15 + 156,39 11,79.+7,61

aCCP (U/mL), mean + SD

(normalis tartomany: < 20,0 U/mL,; X

gyenge pozitivitas: > 20,0-39,0 U/mL; 561,10 + 583,07 4,566 + 2,65

mérsékelt pozitivitas: > 39,0-59,0 U/mL;

erds pozitivitas: > 59,0 U/mL)

Szeropozitivitas, no. (%) 66 (66%) 0 (0%)

Szeronegativitas, no. (%) 14 (14%) 100 (100%)
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DAS28, atlag + SD
(betegség remisszidja: < 2,6;

alacsony: >2,6-3,1; 4,93 + 1,46 -
meérsékelt: > 3,1-5,1;
magas: > 5,1)

RA: reumatoid artritisz; SD: standard deviacié; ESR (We): eritrocita szedimentacids rata; CRP: C-reaktiv
protein; Rf: reumatoid faktor; 19gG: immunglobulin G; aCCP: anti-ciklikus citrullinalt peptid antitest; DAS28:
betegség aktivitasi pontszam 28 iziiletben, disease activity score with 28-joint counts; *p<0,001, kontroll
alanyok 6sszehasonlitasaban.

IV. tablazat: A pilot vizsgalatban résztvevo alanyok demografiai és klinikai jellemzoi

1V.3.3. Egy-l6kuszos genetikai modellek betegségkockazat meghatarozasara

Allélikus modelliink keretében a kockazatot jelentd allélt keresiik az rs878081 és rs1003854
16kusz esetében, vagyis eldszor megvizsgaltuk, mely allélok frekvencidja magasabb a
betegpopulacioban, majd binaris logisztikus regresszios vizsgalattal OR értéket szamoltunk,
hogy megtudjuk, a betegségkockazat mely allél iranyaba mutat. Ezt kovetden a
betegségkockazatot jelentd allélra alakitottuk ki dominans, recessziv, kodominans
heterozigdta és kodominans homozigota és over-dominans populacidogenetikai modelljeinket
mind az rs878081 és rs1003854 10kusz esetében (152).

IV.3.4. Az AIRE rs878081 (C/T) allélpolimorfizmusok és az RA kockazata kozotti
kapcsolat

AIRE RA betegek Kontrollok 0 a

(5878081 N=100 (%) N=100 (%) OR (95% Cl) p
All¢l
T 46 (23,0) 42 (21,0) 1,12 (0,70-1,80) 0,629
C 154 (77,0) 158 (79,0)
Genotipus
TT 10 (10,0) 2(2,0) 4,68 (0,98-22,27) 0,052
CT 26 (26,0) 38 (38,0) 0,64 (0,34-1,18) 0,154
CcC 64 (64,0) 60 (60,0)
Dominans
genetikai modell
CT+TT 36 (36,0) 40 (40,0) 0,84 (0,47-1,49) 0,629
CcC 64 (64,0) 60 (60,0)
Recessziv
genetikai modell
TT 10 (10,0) 2(2,0) 5,44 (1,16-25,52) 0,032
CC+CT 90 (90,0) 98 (98,0)

Over-dominans
genetikai modell
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cT 26 (26,0%) 38 (38,0%) 0,57 (0,31-1,04) 0,070
CC+TT 74 (74,0%) 62 (62,0%)

SNP: single-nucleotide polymorphism, egypontos nukleotid polimorfizmus; OR: odds ratio, esélyhanyados; Cl:
confidence interval, konfidencia intervallum.
p%: bindris logisztikus regresszi6 szignifikancidja; p<0,05

V. tablazat: AIRE rs878081 lokuszanak allélfrekvenciai és genotipus gyakorisagai,

-----

A recessziv genetikai modell alapjan statisztikailag szignifikdns 0sszefiiggést talaltunk az RA-
val, ahol a TT homozigotak gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt az RA-s betegeknél,
mint a kontroll személyeknél, ami alatamasztja az RA kockazatat (OR=5,44, 95% CI=1,16-
25,52, p=0,032) (152). A TT homozigdtak genotipus-gyakorisaga szintén magasabb volt az
RA-s betegek korében a kodominans homozigoéta genetikai modell alapjan, mint a kontroll
személyek korében; az Osszefiiggés azonban nem volt szignifikans (OR=4,68, 95% CI1=0,98-
22,27, p=0,052), de ugyanazon iranyba mutatott, mint a recessziv modell (152). Az allélikus,

AIRE rs878081 - RA betegek AIRE rs878081 - Kontrollok
HomozigétaT HomozigétaT

Heterozigota

Heterozigota

HomozigétaC
HomozigoétaC &

dominans, kodomindns heterozigéta vagy over-dominins genetikai modellekben nem
talaltunk tovabbi szignifikans 0sszefiiggést. Az rs878081 allél- €s genotipus-frekvencidit RA-
s betegeknél és kontroll személyeknél, valamint a kock4zati szamitasokat az V. tablazat
tartalmazza. Az rs878081 alléldiszkriminacids tesztjeinek eredményeit RA-s betegeknél és
kontroll személyeknél a 8. abra szemlélteti.

8. abra: AIRE rs878081 Iokusz alléldiszkriminacios teszteredményei RA és
kontrollcsoportban

1V.3.5. Az AIRE rs1003854 (T/C) allélpolimorfizmusok és az RA kockazata kozotti
kapcsolat

Az rs1003854 allélpolimorfizmusait allélikus, dominéns, recessziv, kodominans heterozigbta,
kodominans homozigdta és over-dominans genetikai modellek alapjan vizsgaltuk (152). A
genotipus gyakorisaga az RA-s betegeknél statisztikailag szignifikdnsan magasabb volt a TT
homozigétaknal, mint a kontroll személyeknél, ami aldtamasztja az RA kockazatat (OR=4,84,
95% CI1=1,02-23,02, p=0,047) (152). Az allélikus, dominans, kodominans heterozigota vagy
over-dominans genetikai modellekben nem talaltunk tovéabbi szignifikans Osszefliggést. Az
rs1003854 allél- és genotipus-frekvencidit RA-s betegeknél ¢és kontroll személyeknél,
valamint a kockazati szamitasokat a VI. tablazat tartalmazza. Az rs1003854 allél-
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diszkriminacids tesztek eredményeit RA-s betegeknél és kontroll személyeknél a 9. abra

szemlélteti.
AIRE RA betegek Kontrollok 0 a

rs1003854 N=100 (%) N=100 (%) OR (35% CI) P
Allél
C 47 (23,5) 45 (22,5) 1,05 (0,66-1,68) 0,812
T 153 (76,5) 155 (77,5)
Genotipus
cC 9 (9,0) 2 (2,0 4,13 (0,85-19,96) 0,077
TC 29 (29,0) 41 (41,0) 0,65 (0,35-1,18) 0,157
TT 62 (62,0) 57 (57,0)
Dominans
genetikai modell
TC+CC 38 (38,0) 43 (43,0) 0,81 (0,46-1,43) 0,471
TT 62 (62,0) 57 (57,0)
Recessziv
genetikai modell )
CcC 9(9,0) 2 (2,0) 4,84 (1,02-23,02) 0,047
TT+TC 91 (91,0) 98 (98,0)
Over-dominans
genetikai modell
TC 29 (29,0) 41 (41,0) 0,58 (0,32-1,05) 0,076
TT+CC 71 (71,0) 59 (59,0)

SNP: single-nucleotide polymorphism, egypontos nukleotid polimorfizmus; OR: odds ratio, esélyhanyados; CI:
confidence interval, konfidencia intervallum.
p?: binaris logisztikus regresszi6 szignifikancija; p<0,05

VI. tablazat: AIRE rs1003854 lékuszanak allélfrekvencidi és genotipus gyakorisagai,

.....

9. abra:

AIRE
kontrollcsoportban

Heterozigéta

Homozigéta C

rs1003854 lokusz

alléldiszkriminacios
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IV.3.6. A klinikai paraméterek osszehasonlitasa az AIRE rs878081 és rs1003854
genetikai modelljei alapjan RA betegeknél és kontroll személyeknél

Vizsgalatunk célja az ESR, CRP, Rf, aCCP és DAS28 szintek 6sszehasonlitdsa volt az AIRE
rs878081 ¢és rs1003854 genetikai modellek genotipus-alcsoportjai kozott RA-s betegek és
kontrollszemélyek esetében. Els6 korben a cél az volt, hogy a genotipusok alcsoportatlagainak
Osszehasonlitasaval szignifikans kiilonbségeket talaljunk, a kovetkez6 1épésben pedig a
klinikai paraméterek €s a genotipusok kozotti sszefiiggéseket szandékoztuk feltarni (152).

RA betegeknél a CC genotipus-alcsoportban szignifikansan magasabb volt az ESR szinta TT
homozigétakhoz képest az rs1003854 kodominans homozigdota modellje alapjan (p=0,048). A
CC genotipus-alcsoport szignifikdnsan magasabb CRP-szintet mutatott a TT homozigdtakhoz
képest a kodominans homozigéta modellben valamint a TT+TC alcsoporthoz képest a
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recessziv modellben (p=0,043 és p=0,029) (152). Tovabba, a CC homozigdta RA-s betegek esetében szignifikans korrelacié mutatkozott a CRP-
vel a kodominans homozigota €s a recessziv modellben (p=0,006 ¢és p=0,002, illetve r=0,350 és r=0,338) (152). Az rs878081 ¢s az rs1003854
egyéb klinikai valtozoi és genetikai modelljei kozott nem taldltunk tovabbi szignifikans kiillonbségeket. Ezeket az eredményeket a VIL. tablazat
szemlélteti.

RA betegek Kontrollok
AIRE Pearson Pearson
a b (4 d
51003854 CRP P korrelacio P CRP P korrelacio P
Genotipus
ccC 58,41 + 47,30 0,043 0,350 0,006™ 6,00 + 0,00 0,486 0,002 0,990
TC 22,04 £23,03 0,094 —0,086 0,469 6,49 £ 3,14 0,486 0,099 0,337
TT 27,21 £25,75 5,98 +£2,06
Dominans
genetikai modell
TC+CC 32,47+ 35,36 0,687 0,092 0,416 6,47 + 3,06 0,430 0,096 0,347
TT 26,87 £ 25,55 5,98 £2,06
Recessziv
genetikai modell
cC 58,41 + 47,30 0,029 0,338 0,002" 6,00 + 0,00 0,571 -0,011 0,915
TT+TC 25,56 + 24,95 6,19 +£2,56
Over-dominans
genetikai modell
TC 22,09 + 23.57 0,050 -0,132 0,239 6,49 + 3,14 0,527 0,100 0,329
TT+CC 31,01 £30,69 5.98 +£2.02

SNP: single-nucleotide polymorphism, egypontos nukleotid polimorfizmus; RA: rheumatoid arthritis; CRP: C-reactive protein; SD: standard deviacié; p*: az egyes genetikai
modellekben az RA betegek genotipus-alcsoport szerinti CRP szintjeinek dsszehasonlitisabol eredé szignifikanciaja; p”: az egyes genetikai modellekben az RA betegek

genotipus-alcsoportjainak CRP-vel valé Pearson korreldcidjanak a szignifikanciaja; p°: az egyes genetikai modellekben az kontroll személyek genotipus-alcsoport szerinti
CRP szintjeinek dsszehasonlitasabol eredd szignifikancidja; pd: az egyes genetikai modellekben a kontroll személyek genotipus-alcsoportjainak CRP-vel valo Pearson

s
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VII. tablazat: CRP szintek az AIRE rs1003854 genetikai modell genotipus-alcsoportjai
kozott RA betegek és kontrollszemélyek csoportjaban

IV.4. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron S és 7-es régioikban talalhato
allélpolimorfizmusok vizsgalata reumatoid artritisz kockazatara

A pilot vizsgalat sikerességére alapozva és felhasznalva az in silico vizsgalatunk soran
detektalt 44 SNP-t tartalmazé adatbazisunkat — a SAND-domén kodold AIRE régioban
maradva — olyan panelt terveztiink, mely magaba foglalja mindazon potencialis l10kuszokat és
azok adta allélpolimorfizmusokat, melyek SAND domént koédold régidt (exon 5 és 6)
valamint a koztiik 1évo splicing introndlis régiot (intron 5 és 7) hatarozzak meg. A négy AIRE
régiobdl tehat a pilotban vizsgalt két 16kusz mellé, még valasztottunk harom olyan 16kuszt,
melyek nagymértékben hozzdjarulnak a SAND domén expresszidjadhoz. A vizsgalathoz
kivalasztott lokuszok 5°-3’ iranyban igy az rs878081 az exon 5-0s, rs1003853 ¢és rs2075876
az intron 5-6s, rs1055311 az exon 6-os és rs1003854 az intron 7-es région. A két exon és

crer

AIRE

Scale 5kb| | hg3s
chr21: | 44287,000] 44,288,000 44,280,000 44.290,000] 44,291,000| 44,292,000] 44,293,000| 44,294,000 44,295,000| 44,296,000 44,297,000 44,298,000|
GENCODE V44 (4 items filtered out)
AIREL. poeny pes ream | | -1 i i ] | lanes | § Fr—
UniProt Domains
HSR -+ SAND B> ] zinc finger o zinc finger -]

Zinc finger PH... i
table browser query on dbSnp155Common
1878081 | rs1055311 |
51003853 | r$1003854 |
1s2075876 |

10. abra: Az AIRE exon és intron kodolé szekvenciai (GENCODE V44), az AIRE fehérje
doménjei (Uni-Prot domének), valamint az rs878081, rs1003853, rs2075876, rs1055311
és rs1003854 pozicioi (UCSC Genome Browser human (GRCh38/hg38) adatbazis
lekérdezése altal generalt, az UCSC Genome Browser weboldalardl szabadon letoltheto
kép) https://genome.ucsc.edu/index.html (146)

Annak érdekében, hogy az 6t 10kusz kapcsoltsagat megvizsgaljuk, HaploView 4.2-es szoftver
segitségével haplotipus analizist végeztiink melybdl kideriilt, hogy az 6t 10kusz egy haplotipus
blokkon helyezkedik el és koztilk magas kapcsoltsag van, melynek LD D’-érteke 0,977 és
1,000 kozotti (157,172,173). A 16kuszok elhelyezkedését a haplotipus blokkokban a 11. és 12.
abra illusztralja.

64


https://genome.ucsc.edu/index.html

s1003854

© © -
= o ~ =
@ @ ] ©
S ® o 0
@ e ~ ]
~ =] S ]
@ - N -
» © ® ©
= = 2 2

Block 1 (0 kb)
13 14

-
=
N
-3
~
~
~
@
N
S
w
=
'
w
2
w
~
w
=]
w
2
w
&

11. abra: Az 6t lokusz helyzete az LD-térképen és Lewontin ,,D” értékei. A piros szin
magas kapcsoltsagot jelez, a szamok nélkiili piros blokkok a maximalis kapcsoltsagot
jelzik (D'=1), kék blokkok nagyon alacsony vagy a kapcsoltsag hianyat jelzik (D'=0-0,3)
(Species: Human; Assembly: GRCh38.p14; Region Lookup: 21:44285838-44298648).
LD, linkage disequilibrium (171,172).

—

rs878081
rs1003853
rs2075876
rs1055311 —
rs1003854

Block 1 (1 kb)
13 17

12. abra: Az 6t 10kusz helyzete és Lewontin ,,D”
értékei osszesitett LD-térképen. A piros szin magas
kapcsoltsagot jelez, a szamok nélkiili piros blokkok a
maximalis kapcsoltsagot jelzik (D'=1) (Species:
Human; Assembly: GRCh38.p14; Region Lookup:
21:44285838-44298648). LD, linkage disequilibrium
(171,172).

IV.4.1. A vizsgalatban résztvevo alanyok demografiai és klinikai jellemzoi

A teljes populacionk 592 személyt tartalmaz, 270 RA-s beteget ¢€s 322 egészséges
kontrollszemélyt. Koziiliik 100-100 résztvevét pilot study keretében vizsgaltunk, melyhez
rs878081 és rs1003854 l1okuszokat valasztottuk és elemeztiik allélpolimorfizmusaikat, annak
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érdekében, hogy lassuk a MAF tendencidit, allélok detektalhatdosagat és teszteljik a
genotipizaladsi munkafolyamatunk eredményességét (152).

Ebben a vizsgalatunkban két csoportot alakitottunk ki, melynek megfeleléen az 1. csoport a
teljes populaciot jelenti 270 RA ¢és 322 kontrollal, melyekhez vélasztottuk a harom tovabbi
AIRE rs1003853, rs2075876 és rs1055311 lokuszt. A 2. csoport a teljes populdcionak egy
alcsoportja 170 RA ¢és 222 kontrollal, melyekhez az AIRE rs878081 ¢és rs1003854-¢es lokuszait
valasztottuk. Ertelem szerint esetiikben azért nem szamolhattunk erre a két 1okuszra a teljes
populédcioval, mert abbol mar 100-100-at a rs878081 ¢és rs1003854 lokuszokra mar
vizsgaltunk ¢és publikaltunk (152). Ennek megfelelden a rs878081 ¢és rs1003854 16kuszokra a
teljes populacioval nem szamolhattunk (152).

Az egyes vizsgalati csoportok jellemz6i az VIII. tablazatban lathatok. Az RA-betegek
atlagéletkora 65,47 + 9,85 év és 65,53 + 9,89 év volt, az 1. és 2. csoportban 84,0% és 85,5%
nd volt, megoszlasuk szignifikdnsan magasabb volt, mint a férfiaké az RA ¢és a kontroll
csoportokban (157,165). A teljes populdcioban részt vevok mind Magyarorszagon sziilettek.
A szérum ESR, CRP, Rfs és aCCP szintek p<0,001 értékkel szignifikdnsan magasabbak
voltak mindkét RA csoportban a kontrollhoz képest (157).

Az 1. csoport RA betegeinek 60,7%-aban sikeriilt szeropozitivast, 8,5%-aban
szeronegativitast kimutatni, mig 30,8%-ukban nem késziilt szeroldgia (157). Az 1. csoport
kontroll alanyainak 90%-aban sikeriilt szeronegativitast, mig 10%-uknal nem késziilt
szerologia. A 2. csoport RA betegeinek 71,1%-aban sikeriilt szeropozitivast, 19,4%-4aban
szeronegativitast kimutatni, mig 9,5%-ukban nem késziilt szerologia. Az 2. csoport kontroll
alanyainak 84,2%-aban sikeriilt szeronegativitast, mig 15,8%-uknal nem késziilt szerologia.
Az aCCP tekintetében az 1. és 2. csoport RA betegei 590,69 + 947,96 és 596,27 + 1003,71
U/mL értékkel erésen pozitivnak bizonyultak, valamint 5,1 feletti, magas betegségaktivitast
jelenté DAS28 pontszamot demonstraltak az 1. és 2. csoportban 5,35 + 1,20 és 5,44 + 1,12
értékekkel (157). A demografiai és klinikai adatokat a VIII. tablazat tartalmazza.

1. csoport 2. csoport
Jellemzék RA betegek Kontrollok RA betegek Kontrollok
(n=270) (n=322) (n=170) (n=222)
Eletkor (évek), 4tlag + SD 65.47 £9.85° 78.66 +5.86 65.53 +£9.89¢ 77.53 £6,03
Sex
Female, no. (%) 227 (84.0)° 252 (78.2)° 142 (83.5)° 184 (82.8)"
Male, no. (%) 43 (15.9) 70 (21.7) 28 (16.4) 38 (17.1)
ESR (We) (mmv/h), dtlag + SD 39.52£25.21° 17.87 = 12.81 39.09 = 26.04° 19.02 £ 13.82
(normalis tartomany: 3—13 mm/h)
CRP (mg/dL), mean + SD a d
(normilis tartomény: 010 mg/dL) 29.79 +29.88 7.10 £6.80 30.36 +£30.34 7.53 +8.03
Rf (I9G) (IU/mL), mean = SD 118.80 + 126.63° 13.49 +5.55 104.71 +113.319 14.41 +13.75

(normalis tartomany: 0-15 1U/mL)

aCCP (U/mL), mean + SD
(normalis tartomany: < 20.0 U/mL;
gyenge pozitivitas: > 20.0-39.0 U/mL; 590.69 +947.96 4.56 £2.29 596.27 + 1003.71¢ 4.55+1.66
mérsékelt pozitivitas: > 39.0-59.0 U/mL;
erds pozitvitas: > 59.0 U/mL)

Szeropozitivitas, no. (%) 164 (60.7) 121 (71.1)
Szeronegativitas, no. (%) 23 (8.5) 290 (90.0) 33 (19.4)¢ 187 (84.2)
Szerologia nélkiil (%) 83 (30.8) 32 (10.0) 16 (9.5) 35 (15.8)
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DAS28, atlag + SD
(betegség remisszidja: < 2.6;
alacsony: >2.6-3.1; 535+1.20 - 544 +1.12
mérsékelt: >3.1-5.1;
magas: > 5.1)

1. csoport: teljes populacid; 2. csoport: a teljes populdcid alcsoportja; SD: standard deviacio; ESR (We):
eritrocita szedimentacids rata; CRP: C-reaktiv protein; Rf: reumatoid faktor; IgG: immunglobulin G; aCCP:
anti-ciklikus citrullinalt peptid antitest; DAS28: betegség aktivitasi pontszam 28 iziiletben, disease activity score
with 28-joint counts; % p<0.001 az 1. csoport kontroll személyeivel valo dsszehasonlités szignifikancija; ™
p<0.001 az 1. csoport RA férfijaival valo dsszehasonlitas szignifikanciaja; © p<0.001 az 1. csoport kontroll
férfijaival valé sszehasonlitas szignifikanciaja; % p<0.001 a 2. csoport kontroll személyeivel valo
dsszehasonlitas szignifikancidja; % p<0.001 a 2. csoport RA férfijaival valo 6sszehasonlitds szignifikancidja; .
p<0.01 a 2. csoport kontroll férfijaival valo dsszehasonlitas szignifikanciaja.

VIII. tablazat: Az 1. és 2. csoport demografiai és klinikai adatai

1V.4.2. Genotipus-frekvenciak és a Hardy—Weinberg equilibrium

Az 1. csoport RA betegpopulacié vart és megfigyelt genotipus-frekvenciai kozotti differencia
szignifikancidja az 1s2075876, rs1055311 és rs1003853 esetében p=0,916, p=0,985 é&s
p=0,715 volt. Az 1. csoport kontrolljai ezek esetében p=0,627, p=0,899 és p=0,503 értéket
adtak. A 2. csoport RA betegeinek a vart és a megfigyelt genotipus-frekvenciai kozott a
kiilonbség statisztikai szignifikancidja az rs878081 és az rs1003854 SNP-k esetében p=0,991,
és p=0,995 (157). A 2. csoport kontrolljai esetében p=0,870 és p=0,658 értéket mutattak.
Nem-paraméteres xz probak mind az 1. és 2. csoportban azt mutattdk, hogy a megfigyelt
frekvenciak jol illeszkednek a HWE egyensuly alapjan varhaté genotipus-frekvenciakhoz.
Ezért kimondhat, vizsgalati populacionk mentes a szelekcios torzitastol, a non-random
mintavételtdl és a rokonok felhalmozddasatol (157).

IV.4.3. Exon 5 és intron 5 és 7-es kddolo régiokban talalhaté allélpolimorfizmusok
asszociaciot mutatnak az RA kockazataval

Jelen esetben is eldszor az allélikus genetikai modellt hasznaltuk annak érdekében, hogy
megtalaljuk mely allélok el6fordulasi gyakorisaga magasabb a betegpopulacioban, majd
binaris logisztikus regresszids vizsgalattal OR értéket szamoltunk, hogy megtudjuk, a
betegségkockazat melyik irdnyaba mutat. Ezt kdvetden a betegségkockazatot jelentd allélra
alakitottuk ki dominans, recessziv, kodominans heterozigoéta és kodominans homozigéta és
over-dominans populacidogenetikai modelljeinket. Ezt a metodikat elvégeztik mind az 6t
lokusz, az rs878081, rs1003853, rs2075876, rs1055311 és rs1003854 esetében, az 1. és 2.
csoport alkotta teljes, 592 fOs vizsgalati populacié esetében, melyhez 1184 allél
diszkriminacids teszteredményeit hasznaltuk fel (157).

Az 06t lokusz koziil eldszor a 2. csoportban az AIRE SAND exon 5-6s SAND domént kodold
rs878081 C-allélja mutatott szignifikans Osszefiiggést az RA kockazataval, az allelikus modell
szerint (OR=1,48, 95% CI 1,05-2,09, p=0,023). Itt a recessziv genetikai modell alapjan a CC
homozigota RA-betegek genotipus-frekvencidja szignifikansan magasabb volt a CT
heterozigotak és a TT homozigdtdk genotipus-frekvencidinak 0sszegéhez képest. Recessziv
genetikai modell alapjan kijelenthetd, hogy a CC genotipus és RA kozott az Osszefiiggés
statisztikailag szignifikans (OR=1,64, 95% CI 1,09-2,48, p=0,01). Az over-dominans
genetikai modellben a CT genotipus gyakorisaga statisztikailag szignifikdnsan alacsonyabb,
mint a TT és a CC genotipusok frekvencidjanak az Osszege. OR-érték ¢€s szignifikancia
alapjan elmondhatd, hogy a CT genotipus inverz asszociaciét mutat a betegséggel (OR=0,64,
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95% CI 0,42-0,97, p=0,037) (157). Az 2. csoport rs878081 lokusza esetében a VIC és FAM
teszteredményeket RA ¢és kontrollcsoportban a 13. abra mutatja.

Vizsgalatunk soran a tovabbiakban az 1. csoportot jelentd teljes, 592 f6s populéacio 1184
talalhato rs1003853 splice varians C-all¢ljanak frekvenciaja szignifikansan magasabb volt RA
betegek korében, mint a kontroll személyeknél, binaris logisztikus regresszid eredménye
alapjan elmondhat6, hogy az AIRE rs1003853 C-all¢lja és az RA betegség kozott
statisztikailag szignifikans 0sszefiiggés van (OR=1,33, 95% CI 1,01-1,74, p=0,037) (157). Az
592 f0s populacioban a rs1003853 CC homozigéta genotipusanak frekvencidja szintén
statisztikailag szignifikansan magasabb az RA betegek korében, mint kontrollokban, melynek
eredményeképpen a recessziv genetikai modellben statisztikailag szignifikans asszociaciot
tapasztaltunk a CC homozigdta genotipus és az RA kozott (OR=1,618, 95% CI 1,16-2,25,
p=0,004) (157). Az over-dominans modell alapjan a CT heterozigdta genotipus statisztikailag
szignifikansan, de kisebb mértékben volt jelen a beteg populacioban, ennek megfelelden
binaris logisztikus regresszids analizis alapjan az Osszefiiggés szignifikdns és inverz
(OR=0,59, 95% CI 0,42-0,82, p= 0,002) (157). Az 1. csoport rs1003853 lokuszara vonatkozd
VIC és FAM csatornak jelintenzitasa valamint az alléldiszkriminécios tesztek eredményét a
14. abra foglalja 6ssze.

A 2. csoportban, a tovabbiakban az AIRE intron 7-es rs1003854 16kusza volt a kovetkezo,
ahol a T-allél el6fordulasanak az esélye szignifikansan magasabb volt az RA allélok k6zott a
C-allélhez képest (OR=1,52, 95% CI 1,08-2,12, p=0,014) (157). A recessziv genetikai modell
alapjan a TT homozigdta genotipus esélye szignifikdnsan magasabb volt RA betegeknél, a
kontrollokhoz képest (OR=1,72, 95% CI 1,15-1,44, p=0,008). Az over-dominans genetikai
modellben a TC heterozigota genotipus es€¢lye RA betegeknél szignifikansan alacsonyabb, a
kontrollokhoz képest (OR=0,63, 95% CI 0,42-0,96, p=0,034), mely genotipus a betegsé¢ggel
inverz asszociaciot mutat (157). Az erre vonatkozo alléldiszkriminacios eredményeket a 15.
abra mutatja. A fent ismertett harom lokusz adta genetikai eredményeket a IX. tablazat
foglalja Gssze.

AIRE rs878081 RA betegek Kontrollok a
(Exon 5) N=170 (%) N=222 (%) OR (35% CI) P
Allél
T 66 (19,4) 117 (26,4)
C 274 (80,6) 327 (73,6) 1,48 (1,05-2,09) 0,023
Genotipus
TT 7 (4,1) 13 (5,9)
CT 53(31,2) 92 (41,4) 1,07 (0,40-2,84) 0,892
cc 110 (64,7) 117 (52,7) 1.74 (0,67-4,53) 0,253
Dominans genetikai modell
TT 7 (4,1) 13 (5,9)
CC+CT 163 (95,9) 209 (94,1) 1,44 (0,56-3,71) 0,441
Recessziv genetikai modell
CT+TT 60 (35,3) 105 (47,3)
cc 110 (64,7) 117 (52,7) 1,64 (1,09-2,48) 0,017
Over-dominans genetikai
modell
CC+TT 117 (68,8) 130 (58,6)
cT 53 (31,2) 92 (41,4) 0,64 (0,42-0,97) 0,037
AIRE rs1003853 RA betegek Kontrollok a
(Intron 5) N=270 (%) N=322 (%) OR (95% CI) P
Allél
T 116 (21,5) 172 (26,7)
C 424 (78,5) 472 (73,3) 1,33 (1,01-1,74) 0,037
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Genotipus

TT 15 (5,6) 16 (5,0)
CT 85 (31,5) 141 (43,8) 0,64 (0,30-1,36) 0,251
cc 170 (63,0) 165 (51,2) 1,09 (0,52-2,29) 0,802
Dominans genetikai modell
TT 15 (5,6) 16 (5,0)
CC+CT 255 (94,4) 306 (95,0) 0,88 (0,43-1,83) 0,750
Recessziv genetikai modell
CT+TT 100 (37,0) 157 (48,8)
cc 170 (63,0) 165 (51,2) 1,618 (1,16-2,25) 0,004
Over-dominans genetikai
modell
CC+TT 185 (68,5) 181 (56,2)
CT 85 (31,5) 141 (43,8) 0,59 (0,42-0,82) 0,002
AIRE rs1003854 RA betegek Kontrollok a
(Intron 7) N=170 (%) N=222 (%) OR (95% CI) P
Allél
C 69 (20,3) 124 (27,9)
T 271(79,7) 320(72,1) 1,52 (1,08-2,12) 0,014
Genotipus
CcC 6 (3,5) 13(5,9)
TC 57 (33,5) 99 (44,6) 1,34 (0,48-3,69) 0,567
TT 106 (62,4) 109 (41,1) 2,10 (0,77-5,74) 0,146
Dominans genetikai modell
cc 6 (3,5) 14 (6,3)
TC+TT 164 (96,5) 208 (93,7) 1,84 (0,69-4,89) 0,222
Recessziv genetikai modell
TC+CC 63 (37,1) 112 (50,5)
TT 107 (62,9) 110 (49,5) 1,72 (1,15-1,44) 0,008"
Over-dominans genetikai
modell
CC+TT 113 (66,5) 124 (55,9)
TC 57 (33,5) 98 (44,1) 0,63 (0,42-0,96) 0,034

CI: confidence interval, konfidencia intervalluIP; OR: odds ratio, esélyhanyados; RA: reumatoid artritisz. p*:
binaris logisztikus regresszi6 szignifikancidja; p<0,05.

IX. tablazat: AIRE rs878081, rs1003853 és rs1003854 lokuszainak allélfrekvenciai és
genotipus gyakorisagai, asszociaciojuk RA-val

AIRE rs878081 - RA betegek AIRE rs878081 - Kontrollok

Homozigéta T Homozigota T

Heterozigéta Heterozigéta

Homozigoéta C

Homozigdta C

13. abra: 2. csoport AIRE rs878081 lokusz alléldiszkriminacios teszteredményei RA és
kontrollcsoportban
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AIRE rs1003853 - RA betegek AIRE rs1003854 - Kontrollok

Homozigéta T HomozigétaT

Heterozigota

Heterozigota

Homozigéta C

14. abra: 1. csoport AIRE rs1003853 16kusz alléldiszkriminacios teszteredményei RA és
kontrollcsoportban

AIRE rs1003854 - RA betegek AIRE rs1003854 - Kontrollok

Homozigota T

Homozigoéta C

o ® o
°
°q s
® o

°

Homozigdta C N oo

15. abra: 2. csoport AIRE rs1003854 16kusz alléldiszkriminacios teszteredményei RA és
kontrollcsoportban

A 2. csoportban tovabbi AIRE rs2075876 és rs1055311 lokuszok vizsgalata soran egyik
csoportban sem taldltunk szignifikdns Osszefliggést RA betegségkockazattal a 6 genetikai
modell alapjan, mely eredményeket az I. és II. melléklet tablazat, alléldiszkriminécios
eredményeiket pedig a 1. és 2. melléklet abra tartalmazza.

rrrrr

klinikai paraméterekkel RA és kontrollcsoportban

Vizsgéalatunk egyik célkitlizése az volt, hogy statisztikailag elemezziik az ESR, CRP, Rf,
aCCP ¢és DAS28 klinikai paramétereket RA ¢és kontrollcsoportokhoz rendelt kodomindns
homozigoéta, kodomindns heterozigota, dominans, recessziv és over-dominans genetikai
modellekben, annak érdekében, hogy lassuk van-e olyan genotipus vagy genetikai modell adta
genotipuscsoport, mely statisztikailag szignifikdnsan Osszefligg egy klinikai paraméter adta
folytonos valtozoval (157).

A klinikai jellemzdk koziil az ESR jol jellemezte a RA betegségaktivitasat a DAS28-zal valo
Hasonld 0Osszefliggést taladltunk CRP érték és DAS28 kozott (p<0,001, r=0,372). Ennek
hatasara ugy dontottiink, hogy az RA-populaciot kodomindns homozigota €s heterozigota,
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dominans, recessziv és overdominans genetikai modellek alapjén stratifikdljuk, hogy lassuk,
vannak-e tovabbi korrelaciok vagy asszociaciok a genetikai modellek genotipus-alcsoportjai
¢és a klinikai paraméterek kozott (157). Az RA betegek korében statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket talaltunk a 2. csoport rs878081 recessziv modelljében, ahol a CC homozigdtak
szignifikdnsan magasabb 4atlag ESR szinteket mutattak (p=0,027) a TT+CT genotipusu
alpopulaciohoz képest. Pearson-féle kétvaltozos korrelacioval statisztikailag szignifikans
Osszefiiggést talaltunk az ESR és a CC homozigdta genotipus kozott (p=0,023, r=0,190),
binaris logisztikus regresszidval szintén statisztikailag szignifikans Osszefliggést talaltunk
(OR=1,01, 95% CI 1,002-1,032, p=0,026) a két valtozé kozott (157). Az 1. csoport 592
alanyaval 270 RA-betegnél szignifikdnsan magasabb aCCP-szintet mutatott ki az rs1055311
16kusz kodominans heterozigdta modell CT és dominans modell CC+CT genotipus-csoportja
(p=0,028, r=0,250 illetve p=0,044, r=0,150) (157). Tovabba a CT és CC genotipusok
korrelacidos elemzése szignifikdnsan pozitiv korrelaciét mutatott ki a heterozigotak
szignifikansan magasabb aCCP-szintje kozott (p=0,036, r=0,255), ami a genotipus altal
meghatarozott betegségaktivitasra utal (157). Az alcsoport-elemzések eredményeit a X. és XI.
tablazat mutatja be.

AIRE rs1055311 RADeosk Pearson Komrclgtleglr(son
a b c d
(Exon 6) aCCP p correlation P aCCP P correlation P
Genotipus
TT 213,23 +£258,53 444 +2.43
CT 725,33 £998,49 0,028 0,25 0,036  443+232 0,950 -0,001 0,997
cc 591,51 + 999,63 0,093 0,16 0,116 4,83 £2.26 0,779 0,06 0,679
Dominans genetikai
modell
TT 213,23 +£258,53 4,44 +2.43
CC+CT 644,19+ 997,37  0,044" 0,15 0,071 4,62 +2,29 0,918 0,02 0,843
Recessziv genetikai
modell
TT+CT 589,77 + 893,25 4,43 +231
cc 591,51 £ 999,63 0,982 0,001 0,991 4,83 £2.26 0,187 0,085 0,403
Over-dominans
genetikai modell
TT+CC 519,84 +917,72 4,77+2,26
CT 725,33 £ 998,49 0,157 0,103 0,216 4,43 +£232 0,209 -0,07 0,467

aCCP: anti-ciklikus citrullinalt peptid antitest; RA: reumatoid arthritisz; SD: standard deviécio; p*: aCCP szintek

kozti kiilonbség szignifikancidja RA csoportban; pb: aCCP és genotipus-alcsoportok Pearson korrelacidjanak
szignifikanciaja RA csoportban; p®: aCCP szintek kozti kiilonbség szignifikanciaja kontroll csoportban; pd: aCCP

atlagérték + SD-ben vannak megadva; “p<0,05
X. tablazat: 1. csoport aCCP-szintjeinek korrelacioja genotipus-alcsoportokkal az AIRE
rs1055311 o6t kiilonb6z6 genetikai modelljében
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AIRE rs878081 Pea?sﬁnbetegek b OR d Pearigrr:tro”()k OR
a c e f
(Exon’5) ESR P orrelacis (95% Cl) P ESR P orrelacis (95% Cl) P
Genotipus
TT 24,25+ 13,50 16,69 + 13,11
1,02 1,02
CT 33,16+23,37 0,599 0,10 0,458 (0.96-1.08) 0,454  21,73+14,96 0,147 0,11 0,255 (0.97-1.08) 0,259
1,03 1,004
CcC 42,77 £27,11 0,196 0,13 0,179 (0,98-1,09) 0,196 17,33 £ 12,79 0,708 0,01 0,86 (0,95-1,05) 0,863
Dominans
genetikai modell
TT 24,25+ 13,50 16,69 + 13,11
1,03 1,01
CC+CT 39,52 £26,22 0,295 0,09 0,24 (0,97-1,09) 0,262 19,18 + 13,88 0,391 0,04 0,530 (0,96-1,06) 0,530
Recessziv
genetikai modell
TT+CT 32,46 + 22,79 21,04 + 14,76
* * 1,01 * 0,98
CcC 42,77 £27,11 0,027 0,19 0,023 (1,002-1,03) 0,026 17,33 £ 12,79 0,063 -0,13 0,054 (0,96-1,001) 0,980
Over-dominans
genetikai modell
TT+CC 42,00 + 26,90 17,26 + 12,77
CT 33,16 +23,37 0,059 -0,16 0,056 0,98 0,059 21,73+ 14,96 0,020 0,15 0,023 1,02 0,025
’ ’ : : : (0,97-1,001) ' ’ ’ ' : ' (1,003-1,04) :

ESR: eritrocita szedimentéacids rata; OR: odds ratio, esélyhanyados; RA: reumatoid artritisz; SD: standard deviacio; p*: ESR szintek kozti kiilonbség szignifikancidja RA

csoportban; pb: ESR ¢és genotipus-alcsoportok Pearson korrelac k szignifikancigja RA csoportban; p%: ESR és genotipus-alcsoportok bindris logisztikus regressziojanak

s

i6jana

s

szignifikanciaja RA csoportban; pd: ESR szintek kozti kiilonbség szignifikancigja kontroll csoportban; p®: ESR és genotipus-alcsoportok Pearson korrelaciojanak
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szignifikanciaja kontroll csoportban; pf: ESR és genotipus-alcsoportok bindaris logisztikus regresszidjanak
szignifikanciaja kontroll csoportban; : p<0.05; A klinikai paraméterek atlagérték = SD-ben vannak megadva;
p<0,05

XI. tablazat: 2. csoport ESR-szintjeinek korrelaciéja genotipus-alcsoportokkal az AIRE
rs878081 ot Kiilonbozo genetikai modelljében

IV.4.5. Regulatorikus kotomotivumok allélspecifikus affinitasa transzkripcios
faktorokhoz

A SAND doménben az 5-06s exonon rs878081 ¢és a 6-os exonon taldlhato
rs1055311allélpolimorfizmusok szinonim polimorfizmusok, melyek a fehérjében strukturalis
alapt funkciovesztést nem, de allélspecifikus funkcionalis kiillonbségeket képesek okozni. A
lehetséges transzkripcios kovetkezmények tisztazasa érdekében allélspecifikusan, a HaploReg
v4.2 adatbazis segitségével in silico analizist végeztiink annak érdekében, hogy meglassuk, az
egyes allélpolimorfizmusok helyet foglalnak-e bizonyos TF-k DNS kotérégiojanak
motivumaiban, és ha igen akkor hatdssal vannak-e az egyes allélok a TF kotddési affinitasara
(Regulatory motifs altered) (157).

Azt a négy lokuszt vizsgaltuk, melyeknek allélpolimorfizmusai dsszefiiggésbe hozhatéak RA
kockézataval illetve RA csoporton beliil klinikai paraméterekkel ugy, mint ESR vagy aCCP
(157). A helysulyozott matrix predikcios modellje az rs878081 esetében kimutatta, hogy maga
a lokusz pozicidja NF-xB és a Yin-Yang 1 (YY1) koétémotivumainak szekvencidjaban
helyezkedik el. Az NF-«xB NF-kappaB_disc2 DNS kotémotivumahoz szamitott LOD-érték
+11,1 értékkel magasabb a T-allél esetében, a NF-kappaB known4 esetében pedig ez az érték
+2, mely eredmények azt mutatjdk, hogy a referencia C-allél jelenlétében az NF-xB
gyengébben kotddik a DNS-hez (157). Ugyanezen a lokuszon a YY1 _discl kdtémotivumhoz
az alternativ T-allél esetében az affinitast jelenté LOD-érték + 0,9 értékkel magasabb, ami
szintén azt jelenti, hogy a referencia C-all¢l jelenlétében ez a TF gyengébben kotddik (157).

A tovabbiakban a helystulyozott matrix predikciés modellje az rs1003853 kimutatta, hogy
maga a lokusz pozicidja a Kriippel-like zinc finger protein AP-2rep (AP-2rep) és a Rad21
transzkripcids faktorok kotdmotivumainak szekvencidjaban helyezkedik el. Az AP-2rep DNS
kotémotivuméahoz szamitott LOD-értek +7,1 értékkel, a Rad21 disc5 kotémotivum esetében
+0,5 értékkel magasabb a T-allél esetében, vagyis C referencia allél jelenlétében ez a két TF
gyengébben kotddik.

A helysulyozott matrix predikcios modellje szerint az rs1003853 esetében a 16kusz pozicidja a
myeloid cinkujj 1-nek (myeloid zinc finger 1, MZF1) a MZF1::1-4 1 motivumaban, NF-xB
transzkripcids faktor NF-kappaB disc2 és p300 transzkripcids koaktivator p300 knownl
kotémotivuménak szekvencidjaban foglal helyet. Prediktiv LOD-érték kovetkezetesen az
MZF1::11-4 1 ¢és NF-kappaB_disc2 esetében +1,6 és +11,1, mely azt mutatja, hogy az
alternativ T-allél jelenlétében erdsebb és a referencia C-allél jelenlétében gyengébb
affinitassal kotddik a TF. A p300_knownl esetében a LOD-érték megfordul a referencia C-
allél javara + 1,3 értékkel, mely forditott helyzetnél az el6zdektdl eltérden az alternativ T-allél
koti gyengébben a p300 transzkripcids koaktivatort.

A predikcios modell alapjan az rs1003854 16kusz a GATA a cink-ujj fehérje csalad — melyek
képesek a (T/A)GATA(A/G) konszenzusos DNS-szekvencidhoz kotédni — GATA_disc3
kotémotivuménak szekvenciajaban foglal helyet (157). A prediktiv LOD-érték +1 értékkel
magasabb az alternativ C-allél esetében, vagyis a referencia T-allél ezt a transzkripcios faktort
gyengébben koti (157). A helysulyozott matrix predikciés modelljének in silico eredményeit a
XII. tablazat mutatja be.
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Position Weight LOD value LOD value

Lokusz Ref Alt Matrix ghe‘lysﬁlyozott Ref Alt
matrix) ID

NF-kappaB_disc2 15 12,6

rs878081 C T NF-kappaB_known4 12.5 14.5

YY1 discl 8,6 9,5

AP-2rep 3,0 10,1

151003853 ¢ T Rad21_disc5 10,2 10,7

MZF1::1-4 1 10,3 11,9

rs1055311 C T NF-kappaB_disc2 1.7 12.8

p300_knownl 11,1 9,8

rs1003854 T C GATA disc3 12.2 13.2

Ref: referencia allél; Alt: alternativ allél; LOD: log odds ratio
XII. tablazat: HaploReg4.2 adatbazis predikciéos modellje alapjan az AIRE
allélpolimorfizmusok  pozicidja transzkripciéos faktorok DNS  kotorégiojanak
motivumaiban, és  allélspecifikus hatasuk a TF  kotodési affinitasara,
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php (172)

V. Megbeszélés

Kutatasunk egyik legfobb célja az volt, hogy behatéan megismerjiik az AIRE transzkripcios
faktor Osszefiiggését lehetséges autoimmun betegségekkel. Mivel az AIRE funkcidja a CD4"
kezdddik — kovetden fiatal felndttkorban az expresszid helyileg kimutathatatlan, igazolja azt a
feltevést mely szerint az AIRE transzkripcidés faktor miikodése a csecsemOkorral van
Osszefiiggésben. Tovabba a timusz ¢életkorhoz kothetd természetes funkciovesztése
eredményezi azt, hogy az immunrendszer felndttkorra egy meglévd, a tovabbiakban
nagymértékben nem gyarapodd T-sejt repertoarral dolgozik, a naiv T-sejtek termelése
szignifikdnsan aldbbhagy. Amennyiben tehat a genetikai alapi betegségkockéazat megléte
bebizonyosodik azon tll, hogy ez Osszefliggést jelent az AIRE transzkripcids faktorral,
egyben Osszefliggést jelent a csecsemdkorral, ami a betegség patomechanizmusat 1)
megvilagitasba helyezné. Az AIRE a negativ szelekcid alapjaul szolgdlo TRA termelésért
felel6s. Amennyiben nem vagy nem kelld mértékben termelddik, a centralis tolerancia ezen
Iépése hidnyos lesz vagy elmaradhat, megemelve az autoreaktiv, naiv T-sejtek klonalis
talélését. A fentiekben ismertettem Lovewell és mtsai.-nak munkajat, melyben kettd, az
rs117557896, rs751032 lokuszokon talalhato AIRE-655G AIRE-230T allélpolimorfizmusok
alkotta genotipus esetében a promoter aktivitdsa nagyon alacsony, a nulldhoz kozelitett,
tovabba a negativ szelekcid elmaradt (95). Amennyiben két allélpolimorfizmus megléte ilyen
drasztikus expresszios kiilonbséget képes eredményezni, elképzelhetd, hogy az AIRE
szabott AIRE expresszios profilt hoznak létre. A populacid egészét tekintve az esetek
tobbségében ez elegendd expressziot biztosit, viszont eléfordulhat olyan AIRE transzkripciot
érintd haplotipus kombinacid, mely nem biztosit kelld mennyiségli AIRE fehérjét a TRA
expressziohoz, a negativ szelekcid elmaradhat, mely az autoreaktiv, naiv T-sejtlek klonalis
expanzidjahoz vezethet. Szamos autoimmun betegség kivaltd oka az autoreaktiv T-sejt
populacid, igy amennyiben az AIRE egy kulcsszerepld az immunoldgiai tolerancidban
elképzelhetd, hogy allélpolimorfizus altal szamos autoimmun betegség kdzos nevezdje, oki
tényezdje lehet, ennél fogva az AIRE szdmos autoimmun betegség kiindulépontja lehet.
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Ennek kutatasahoz csecsemdkori AIRE expresszids profil kialakitadsara, haplotipus analizisre
lenne sziikkség timusz szOvetmintakon, valamint ezen csecsemOk élethossz-kohorsz
utankovetése, egy nagy elemszamu vizsgalatban, kontrollcsoport bevonasaval. Tovabba
mindemelett a centrdlis tolerancia teljes szereplogarddjanak vizsgdlata adhatna egy
részletesebb képet. Ilyen foki komplex vizsgalatok kivitelezésére nem torekedtiink.
Vizsgalatsorozatunk egyes 1épései egymasbol alakultak ki. Meta-analizisiinkkel 2018-ban a
vizsgalat legelején arra torekedtiink, hogy meghatarozzuk a tudomany jelenlegi allasa szerint
melyik az az autoimmun betegség, mely leginkdbb 0Osszefiiggésbe hozhat6é az AIRE
allélpolimorfizmusokkal. Publikdcionk sordn miutdn meghataroztuk, hogy ez a reumatoid
artritisz azt tisztdztuk, mely allélpolimorfizmusok melyik rasszt tekintve adnak szignifikans
Osszefiiggést (105). A legnagyobb populacid melyet bevonhattunk &zsiai volt, melyben
meghataroztunk RA-ra nézve az rs2075876 16kusz A-allélja és a rs760426 G-allélja, illetve
ezeket az allélokat hordozo genotipusok — legyen homo- vagy heterozigota — szignifikans
Osszefiiggésben allnak a betegséggel, majdhogynem az Osszes genetikai modellt tekintve.
Meta-analizislink tehat megallapitotta, mely allélpolimorfizmusok jelentenek kockazatot
azsiai populacioban RA-ra a kozlemények 2018-as allasa alapjan (105). Miutan
bebizonyosodott, hogy az allélpolimorfizmusok 0Gsszefliggésben dllnak a betegséggel,
ugyanakkor szignifikdns 0Osszefliggést nem kaptunk eurdpai populacidra igy kivancsiak
voltunk, 1étezik-e kockazatot jelentd allélpolimorfizmus kaukazusi személyek kozott. Ennek
érdekében megterveztilk a tovabbi 1épéseket, melynek soran in silico vizsgalattal 44 SNP-t
detektaltunk az AIRE régioban melyek potencidlisan hozzajarulhatnak autoimmun korkép
kialakuldsdhoz. Ebbdl a 44-bdl valasztottunk ki kettét a DNS-ko6té régiot kodolo SAND
domén vizsgalatara: rs878081 és rs1003854 16kuszokat. Pilot vizsgalatunk elsddleges szerepe
az Osszefiiggések keresése és a vizsgalati modszerek optimalizalasa volt (152). Eredményeink
alapjan rs878081 és rs1003854-es lokusza szignifikans Osszefiiggést mutatott RA-val, a
betegségkockazatot jelentd allél hordozasa kockézatot jelentett ESR és CRP emelkedésre.
Kozleményiink els6ként hozta 0Osszefliggésbe 1s878081 ¢és rs1003854 Iokuszok adta
genotipusokat RA-val, tovadbba szintén els6ként sikeriilt dsszefiiggést talalni genotipusok és
klinikai paraméterek (ESR ¢és CRP) kozott a betegpopulacidban (152). Azon RA betegek,
melyek kettd kockéazatot jelentd allélt hordoztak az rs1003854-es 16kuszon, szignifikansan
magasabb CRP-értékkel rendelkeztek mind a recessziv (p=0,029), mind pedig a kodominans
(p=0,043) genetikai modellben, mely genetikai konstiticidé egyben pozitiv korrelaciot is
mutatott CRP-vel mind a két modellben (p=0,002 és p=0,006) (152). Ennek magyarazatara
Bergstrom és mtsai.-nak vizsgalata adhat magyarazatot (173). A betegség centralis
szakaszaban alakul ki az iziileti tokban a gyulladasos kornyezet, melynek soran az FLS sejtek
kemokineket (CXCL10, CCL2, CCI5, CCL8) termelnek, a jelenlévd VCAM-1 sejtekkel
tapasztaltdk, hogy ha az AIRE expressziot siRNS-sel némitjadk FLS populacioban, a sejtek
26x magasabb kemokin produkciot mutatnak szemben a nem stimulaltakhoz képest, ahol
kemokintermelés kimutathatatlan volt, vagyis az AIRE-némitott FLS sejtpopulaci6 gyulladasi
aktivitdsa magasabb volt (173). Allélpolimorfizmusok mint lattuk nagymértékben
hozzajarulhatnak az AIRE expresszidjahoz, vagyis elképzelhetd hogy az AIRE rs1003854
lokuszan a kockézati allélra homozigdta genotipus nagymértékben csokkentette az
expressziot, mely évtizedekkel késobb az FLS sejteken keresztiil kialakitott egy
kemokinekben gazdag kdrnyezetet autoreaktiv T-sejtek szamara. Ezt az is alatamasztja, hogy
a kemokinek (CXCL10, CCL8 és CCL5) erdsen asszocialnak CRP szintekkel (174-176).

Pilot studyt kovetden vizsgalatunkat kiterjesztettiik tovabbi 3 lokuszra és 592 fére (157). A
genetikai expozicio és a betegség kozti osszefiiggés érdekében 6t 10kusz allélpolimorfizmusait
vizsgaltuk, melyek koziil a SAND domén 5-0s exonjaban talalhatd rs878081, az 5-0s intron
splice helyen taldlhatdo rs1003853 ¢és a 7-es intron splice helyen taldlhatdo rs1003854
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szignifikdns pozitiv asszociaciot mutatott a betegségkockazattal abban az esetben, ha a
kockazatot jelentd allélra a genotipus homozigéta (p=0.017, p=0.004, p=0.008) (157). Két
l6kusz esetében (rs878081, rs1055311) pedig Osszefliggés mutatkozott RA betegek genetikai
alcsoportjai és ESR valamint aCCP klinikai paraméterek kozott (157). Eredményeink alapjan
az rs1055311 l6kusz allél- és genotipus-frekvencidja nem mutat szignifikdns Osszefiiggést az
RA-val, de korrelal az aCCP-szintekkel. Ez tobbek kozott azért fordulhat eld, mert az
allélpolimorfizmus episztatikus uton, koztes valtozora hat, mely az autoantitest termelés,
vagyis egy koztes fenotipust hatdroz meg, mely allélpolimorfizmus igy kozvetleniil nincs
Osszefiiggésben a betegségkockazattal. Befolydsolhatja az autoreaktiv T-sejtek tulélését,
amelyek belsdleg eldsegitik az aCCP antitestek termelddését, jellemezve a betegség koztes
fenotipusat.

Mindezen betegségkockazat eredmények alapjan tehat Gigy gondoljuk, hogy mind az exonok
szinonim, mind pedig splice régidk intronidlis allélpolimorfizmusai illetve az azok altal
kialakitott genotipus jelenlétében az AIRE expresszio kelléen alacsony ahhoz, hogy a TRA
expresszid megvalosuljon, igy a kontroll alél autoreaktiv timocitak szabadulhatnak ki, melyek
naiv T-sejtté alakulva a masodlagos limfoid szovetekben klondlisan tulélnek és egészen a
patomechanizmust, egyrészt citokineket termelnek (IFN-y, IL-17), melyek késébb
makrofagokat idevonzva circulus vitioust fenntartva, masrészt autoreaktiv CD4" T-sejtek az
FLS sejtpopuléacid expanzidjat okozza, melynek eredménye a heges kotdszovet képzddése.
Kockazatot jelenté allélra homozigdta egyének esetében elképzelhetd, hogy genetikai
kockazatbol adddd alacsony AIRE expresszid egy az datlagndl aktivabb gyulladadsos
kornyezetet teremt, azaltal, hogy kemokinek széles spektruma termelddik AIRE hianyaban az
FLS sejtekben, melynek hatdsdra tovabbi citokinek, autoantitestek, felgyiilemlett
immunkomplexek képzddnek (173-176).

Vizsgalatunk utolso lépéseként ok-okozati Osszefiiggések mélyebb feltarasa érdekében in
silico elemeztiik a kockazati alléljaink molekularis kdvetkezményeit. Ennek soran azt talaltuk,
hogy az 5 lokuszbol 4, melyek vagy a betegségkockéazattal, vagy pedig a klinikai
paraméterekkel mutattak statisztikailag szignifikans Osszefliggést, transzkripcios faktorok
DNS koétémotivumainak szekvencidjaban foglalnak helyet és in silico adatok alapjan hatassal
lehetnek azok kotddési affinitdsara. A kapott eredményeket az alapjan valasztottuk ketté, hogy
a referencia (Ref) allél jelenlétében erésebb-e vagy gyengébb a transzkripcids faktor kotodés
a DNS kotomotivum szekvencidjahoz, melyben az allélpolimorfizmus helyet foglal. A
transzkripcids fatumot nem minden esetben lehetséges meghatarozni, egy-két kivételtdl
eltekintve erésen kontextusfiiggéek. Azt talaltuk, hogy az exon 5-6s rs878081 és exon 6-0S
rs1055311 Ref all¢ljanak (C) jelenlétében gyengébben kotddik az NF-xB. Haljasorg és mtsai-
nak vizsgalata alapjan ennek a transzkripcios faktornak az erds affinitast kotédése az mTEC
DNS-hez sziikséges a negativ szelekcids AIRE expressziohoz a timuszban (35). Mindkét
lokusz esetében a kockazatot jelentd allél a Ref C-allél volt, melynek homozigdta genotipusa
asszocialt a betegségkockazattal rs878081 esetében és aCCP-vel rs1055311 esetében (157).
Eset-kontroll és in silico eredményeink alapjan elképzelhetének tartjuk azt a feltevést, hogy
ezen allél jelenlétében nem volt képes megfeleld affinitassal kotddni az NF-xB az mTEC
DNS-¢hez, melynek kovetkezménye az alacsony AIRE expresszio illetve az abbdl fakado
TRA expresszio, mely eredményezhette a negativ szelekci6 részleges vagy teljes elmaradasat.
Tovabbiakban az rs878081 esetében Ref allélhoz gyengébben kotddott YY1, mely egy cink-
ujj multifunkcids transzkripcids faktor, mely kontextus fliggden aktivator vagy represszor. Az
utobbira példa, amennyiben hiszton deacetilaz (histone deacetylase, HDAC) jelenlétében
(177). Nagysagrendekkkel gyengébben kotédik az intron 5-6s rs1003853 Ref (C) alléljahoz az
AP-2 transzkripcios faktor, mely DNS-koté doménjével promoéter és enhancer régiokhoz
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kotodik, erds affinitdsa transzkripcidt aktival. Ezen lokusz Ref allélja jelenlétében, szintén
gyengébben kotddik a Rad21, melynek erds affinitdsu kapcsolodasa sziikséges a DNS-
repairhez, kohezin-komplex része, mely segiti a kromoszémaszegregaciot meidzis és mitozis
alatt. Gyenge affinitasu kotddése befolyassal lehet ezeknek a funkcioknak a betoltésére (178).
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az rs105531116kusz Ref (C) alléljdhoz MZF1
transzkripcids faktor gyengébben kotddik, melynek szerepe tobbek kozott a mieloid DC sejtek
fejlédésének a biztositasa (179). Az intron 7-es rs1003854 Ref (T) allélja esetében a GATA
transzkripcids faktor csalad gyengébben kotdédik a DNS TF koté motivuméhoz. A GATA
alapvetd fontossagi a CD4" timocitdk érésében, hatdssal van a p-szelekciora és
meghatarozzak a CD4" sejtvonalak elkotelez6dését a centralis tolerancidban (180). Mivel ez
az allélpolimorfizmus intronikus, elképzelhetd, hogy alternativ splicing folyamatan lesz képes
hatni az AIRE expressziora (181). A TF-ok kozil 1 kotodott erésebben a Ref allélhoz, ez
pedig a p300 az rs1055311 C-alléljahoz. Hiszton acetil transzferaz (HAT) enzimként
acetilcsoportot transzportal a hiszton molekuldk lizin oldallancara mellyel a kromatint
elektromos toltések kovetkezményeként relaxalja és elérhetdévé teszi a DNS-t RNS polimeraz
IT (RNA pol IT) szamara, vagyis transzkripciot aktival. In silico vizsgalatunk eredményeként
elmondhat6, hogy az 5 16kuszbol 4 esetében a Ref allélt tartalmazdé DNS kdtdmotivumhoz
szadmos TF gyengébb affinitdssal kapcsolodik, melyek koziil hangstlyosak voltak azon
transzkripcids faktorok, melyek alapvetden a génexpressziot hatarozzak meg, eldrevetitve ez
uton is az AIRE allélpolimorfizmus-fiiggé expresszidjat ennek megfeleléen TRA-vezérelt
negativ szelekciojat.

Eredményeink mellett vizsgalatainknak szdmos limitacioja van. Legfébb limitacio, mely az
Osszefiiggés erdsségét negativan befolydsolhatta a korlatozott elemszam. Ebben elsddlegesen
a COVID-19 vilagjarvany miatti betegforgalom visszaesés jatszott szerepet. Masodlagosan
pedig a két kérhaz nettd betegforgalma, 2019 és 2023 kozott ennyi RA beteg €s kontroll
vizsgalatba kapcsolasara volt képes. Egy vilagjarvannyal terhelt 4 éves mintagytijtési
id6szakban ez volt az a maximum, melyet a két korhaz biztositani tudott, mely teljesitményért
nem gydziink haldsak lenni a Harkdnyi Termal Rehabilitacios Centrum és a Hévizgyogyfiirdd
és Szent Andras Reumakorhaz foorvosainak, orvosainak, ndvéreinek akik nélkiil ez a
vizsgalatsorozat nem valdsulhatott volna meg. A vizsgéalatunkban résztvevOk szamanak
novelése jelentésen novelte volna mind az Gsszefliggések szamat, mind pedig a statisztikai
szignifikanciat. Tovabbi korlatot jelent, hogy a vizsgalatba egy domén kodolo régiot vontunk
be, melynek eredményei nem képesek atfogd betekintést nydjtani az AIRE funkcidjéba és
egyes allélpolimorfizmusok AIRE-re mért expresszios kovetkezményeibe. Elképzelésiink
szerint az Osszes domén kodold régioban talalhatdo Gsszes allélpolimorfizmus és AIRE-
partnerek genomszintli elemzése és eredményei nem adnanak értékelheté eredményeket
anélkiil, hogy azokat izolaltan, egymastol elkiilonitve ne vizsgalnank meg, melynek folytatdsa
jovobeli terveink kozé tartozik. Tovabbi limitacid, hogy az AIRE mMRNS-expressziojat nem
allt modunkban vizsgalni, mely nagymértékben hozzajarult volna az allél- illetve a
genotipusfiiggd transzkripcids kovetkezmények jobb megértéséhez. Jovobeli terveink kozott
szerepel az RA ¢és a centralis tolerancia kozotti kapcsolat, valamint az AIRE partnerek
szerepének atfogdbb megértése tovabbi genetikai asszocidcios vizsgalatokon a fennmaradé 11
intronikus és 12 exonikus kodold szekvenciara vonatkozoan.

VI. Uj eredmények

Vizsgalatunk Gsszességében 6 részbdl allt. ElsOként azsiai populéciokban az rs2075876 ¢és
rs760426 lokuszokon 1évé allélpolimorfizmusok meta-analizisét végeztiik el. Itt 2018-ban
els6ként hataroztunk meg, hogy az rs2075876 kockazatot jelentd A-allélja valamint rs760426
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kockazatot jelentd G-allélja illetve az altaluk meghatarozott genotipusok és genotipus
csoportok statisztikailag szignifikans Osszefiiggést mutattak RA-val, kizardlag azsiai
populacidban. Ezt az 6sszefiiggést kutatdcsoportunk publikalta elészor (105).

Kovetkez6 1épcsdként MAF allélfrekvenciak alapjan meghataroztunk 44 olyan SNP-t, melyek
potencialisan vizsgéalhatdak eurdpai, kaukazusi populaciokban melyekbdl kettdt, rs§78081 és
rs1003854-t kivalasztva elvégeztiik pilot vizsgalatunkat, melynek végére elsOként hataroztuk
meg, hogy az rs878081 és rs1003854 kockazatot jelentd alléljai és genotipusai statisztikailag
Osszefiiggnek betegségkockazattal illetve ESR €s CRP klinikai paraméterekkel (152). Europai
populacidban elséként kutatocsoportunk pilot vizsgalata elemezte az allélpolimorfizmusok és
RA, valamint klinikai paraméterek kozotti 6sszefiiggést hat kiilonb6zo (allélikus, dominans,
recessziv, kodominans hetero- és homozigdta) genetikai modell alapjan (152). Az addigi
eredmények alapjan kovetkezd vizsgalatunk elemszamat 529 fore és lokusz-alloméanyat 3
tovabbi poziciora kiterjesztve, azt az eredményt kaptuk, hogy az 6t kivalasztott 16kuszbol az
rs878081 és rs1003853 kockazati C- valamint rs1003854 T-allélja illetve azok genotipusai
statisztikailag szignifikans 0Osszefliggésben allnak RA  betegségkockazattal. Klinikai
paraméterek koziil ESR statisztikailag szignifikdns pozitiv asszocidcidt és az aCCP pedig
pozitiv korrelaciét mutatott a kockdzatot jelenté C-allélra homozigdta genotipussal az
rs878081 és rs1055311 esetében (157). Vizsgalatsorozatunk utolsd 1épéseként in silico
elemeztiik az egyes allélpolimorfizmusok adta transzkripcids kovetkezményeket, melynek
soran elsdként hatdroztuk meg 7 kiillonbozd transzkripcids faktor viselkedését kockazatot
jelentd allélpolimorfizmus jelenlétében. Ezek koziil egyezményesen kijelenthetd, hogy a
kockézatot jelentdé SNP-k jelenlétében 7-b8l 6 TF gyengébben kotédik a DNS
kétdmotivumhoz, melyek koziil 4-bol 2 SNP az NF-kB gyengébb kotodését mutattak, mely a
neonatalis negativ szelekcid soran felelés a TRA expressziot biztositd AIRE transzkripcidért.
Eredményeink alapjan az egyik lehetséges kovetkezmény a kockazatot jelentd allélok
jelenlétében az NF-xB gyengébb kotddése, igy a neonatalis negativ szelekcié sordn nem
termelddhet megfeleldé mennyiségli AIRE illetve TRA, mely eléirdnyozza az autoreaktiv
timocitak lehetséges klondlis talélését, megteremtve ez 4ltal autoimmun betegségek, koztiik
RA kialakuldsanak kezdeti immunologiai talajat.
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korhazigazgatojanak, hogy lehetdvé tette, hogy munkédmat az altala vezetett korhazban
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IX. Fiiggelék

AIRE rs2075876

RA betegek

Kontrollok

a
(Intron 7) N=270 (%) N=322 (%) OR (95% Cl) p
Allél
A 59 (10,9) 72 (11,2)
G 481 (89,1) 572 (88,8) 1,02 (0,71-1,47) 0,890
Genotipus
AA 3(1,1) 8 (2,5)
GA 49 (18,1) 54 (16,8) 2,42 (0,607-9,63) 0,210
GG 218 (80,7) 260 (80,7) 2,23 (0,58-8,53) 0,239
Dominans genetikai
modell
AA 3(1,1) 8(2,5)
GG+GA 267 (98,9) 314 (97,5) 2.26 (0,59-8,63) 0,230
Recessziv genetikai
modell
GA+AA 52 (19,3) 62 (19,3)
GG 218 (80,7) 260 (80,7) 1.00 (0,66-1,507) 0,999
Over-dominans
genetikai modell
AA+GG 221 (81,9) 268 (83,2)
GA 49 (18,1) 54 (16,8) 1,100 (0,71-1,86) 0,660

RA: reumatoid artritisz; OR: odds ratio, esélyhdnyados; CI: confidence interval, konfidencia intervallum; p®:
binaris logisztikus regresszio szignifikanciaja

I. melléklet tablazat: Az 1. csoport AIRE rs2075876 lokuszanak allélfrekvenciai és

.....

AIRE rs1055311

RA betegek

Kontrollok

(Exon 6) N=270 (%)  N=322 (%) OR (35% Cl) P
Allél
T 161 (29,8) 184 (28,6)
C 397 (70,2) 460 (71,4) 0,94 (0,73-1.21) 0,639
Genotipus
TT 25 (9,3) 24 (7,5)
CT 111 (41,1) 135 (41,9) 0,798 (0,42-1,458) 0,450
cC 134 (49,6) 162 (50,3) 0,794 (0,43-1,454) 0,455
Dominans genetikai
modell
TT 25 (9,3) 24 (7,5)
CC+CT 245 (90,7) 298 (92,5) 0,78 (0,44-1,41) 0,428
Recessziv genetikai
modell
CT+TT 136 (50,4) 160 (49,7)
cC 134 (49,6) 162 (50,3) 0,97 (0,704-1,34) 0,86
Over-dominans modell
CC+TT 159 (58,9) 186 (57,8)
CT 111 (41,1) 136 (42,2) 0,95 (0,68-1,32) 0,782

RA: reumatoid artritisz; OR: odds ratio, esélyhanyados; CI: confidence interval, konfidencia intervallum; p:
binaris logisztikus regresszio szignifikanciaja

I1. melléklet tablazat: Az 1. csoport AIRE rs1055311 l6kuszanak allélfrekvenciai és

ooooo
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AIRE rs2075876 - RA betegek

Homozigéta T

HomozigétaC

4

AIRE rs2075876 - Kontrollok

30
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1. melléklet abra: AIRE rs2075876 16kusz alléldiszkriminacios teszteredményei RA és

kontrollcsoportban

AIRE rs1055311 - RA betegek

Homozigéta T

Heterozigéta

FAM

Homozigéta C

VIC

AIRE rs1055311 - Kontrollok

Homozigéta T

Heterozigéta

FAM

Homozigéta C

vIC

2. melléklet abra: AIRE rs1055311 lokusz alléldiszkriminacids teszteredményei RA és

kontrollcsoportban
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Association between AIRE gene
polymorphism and rheumatoid
“arthritis: a systematic review and
e« meta-analysis of case-control
A TS

Balint Bérczil, Gellért Gerencsér?, Nelli Farkas?, Péter Hegyi***, Gabor Veres®, Judit Bajor’,
Laszl6é Czopf(®?, Hussain Alizadeh®, Zoltan Rakonczay?®’, Eva Vigh'!, Blint Erdss*, Kata
Szemes’ & Zoltan Gy6ngyit

. Autoimmune regulator (AIRE) is a transcription factor that functions as a novel player in immunological

. investigations. In the thymus, it has a pivotal role in the negative selection of naive T-cells during

. central tolerance. Experimental studies have shown that single nucleotide polymorphism (SNP) alters

. transcription of the AIRE gene. SNPs thereby provide a less efficient negative selection, propagate

: higher survival of autoimmune T-cells, and elevate susceptibility to autoimmune diseases. To date,
only rheumatoid arthritis (RA) has been analysed by epidemiological investigations in relation to

© SNPsin AIRE. In our meta-analysis, we sought to encompass case-control studies and confirm that the

: association between SNP occurrence and RA. After robust searches of Embase, PubMed, Cochrane
Library, and Web of Science databases, we found 19 articles that included five independent studies.

 Out of 11 polymorphisms, two (rs2075876, rs760426) were common in the five case-control studies.

Thus, we performed a meta-analysis for rs2075876 (7145 cases and 8579 controls) and rs760426 (6696

. cases and 8164 controls). Our results prove that rs2075876 and rs760426 are significantly associated

. with an increased risk of RA in allelic, dominant, recessive, codominant heterozygous, and codominant

: homozygous genetic models. These findings are primarily based on data from Asian populations.

Rheumatoid arthritis (RA) is a common autoimmune disease associated with chronic synovial inflammation.
. The resultant symmetrical polyarticular arthritis, combined with extra-articular complications, leads to func-
. tional impairment. In developed countries, disease prevalence is 0.5-1% of the adult population, and the annual
. incidence has been reported to be 5-50 per 100,000'. Although the aetiology of RA has not been completely
elucidated, numerous publications agree that autoimmune T-cells may escape from the adaptive immune system
and, by migrating to the synovium, initiate disease development?=. RA susceptibility is determined by multiple
environmental and genetic factors, including several risk alleles. The latest trans-ethnic genome wide association
study (GWAS), which involved 29,980 RA cases and 73,578 controls, completely screened novel polymorphisms
in genes contributing to the disease®. One of the associated genes that seems to play a pivotal role in controlling
autoimmunity is autoimmune regulator (AIRE). The gene is located in the 21q22.3 region, is ~12.5kb long, and
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Figure 1. PRISMA flow diagram for inclusion and exclusion of studies in the meta-analysis.

encodes a 545 amino acid protein of 58 kDa by 14 exonial sequences’™. The AIRE protein is a transcription factor
that is indispensable with regards to the negative selection of immature T-cells (thymocytes). Cooperating with
DNA-binding proteins, AIRE controls the promiscuous expression of peripheral tissue antigens (PTA). Mutations
in the protein coding gene sequence of AIRE results in the development of autoimmune polyendocrinopathy
candidiasis-ectodermal dystrophy, an autoimmune deterioration of numerous organs!®-!2,

To date, increasing numbers of publications have suggested that SNPs in the gene sequence affect AIRE tran-
scription. The SNPs thereby alter the functional activity of AIRE and potentially elevate disease susceptibility”.
A recent experimental study described two distinct SNPs of AIRE. AIRE—230Y, and AIRE—655G. AIRE—230T
haplotype transcriptionally modifies AIRE expression and influence negative selection, elevating the risk of
autoimmunity’®. Various SNPs in the AIRE genetic sequence have garnered attention; however, to date, only a
minority of case-control studies have observed an association between gene polymorphism and susceptibility to
diseases, including vitiligo”', alopecia areata”'’, melanoma’'¢, systemic sclerosis”!” and RA”'®-*2. Among the
latter diseases, only RA has been analysed by multiple case-control studies and, therefore, seems to be optimal to
analyse positive or negative associations’. Xu ef al. have published that AIRE polymorphism was associated with
the increased risk of RA%. Here, we present a systematic review and first meta-analysis that includes case-control
studies to verify the association of SNPs rs2075876 and rs760426 in the AIRE gene with RA.

Results

Characteristics of included studies. We identified 19 publications after a thorough search of Embase,
PubMed, Cochrane Library, and Web of Science databases. After removing duplicates, we reviewed the remain-
ing 11 studies for eligibility and selected five publications for inclusion in our meta-analysis. Our PRISMA flow
chart of the searching process is shown in Fig. 1. Asian and Caucasian ethnicities were involved. Diagnosis of
RA was determined according to the American College of Rheumatology classification criteria in 1987%%. The
overall mean age of RA patients was 54.1 & 2.4 years, and the percentage of female cases was 73.34%. Genotyping
was conducted by microarrays, single base extension methods (SNaPshot), and Tagman SNP Genotyping
Assays. By further reviewing the five eligible publications, we identified 11 SNPs of the AIRE gene (rs2075876,
rs760426, rs1800250, rs2776377, rs878081, rs1055311, rs933150, rs1003854, rs2256817, rs374696, rs1078480).
Only rs2075876 and rs760426 were involved in four or more studies; therefore, we performed meta-analysis for
rs2075876 (7145 cases and 8579 controls) and rs760426 (6696 cases and 8164 controls). All genotype frequen-
cies of the controls were in Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE). Characteristics of the included studies on
rs2075876 and rs760426 are summarized in Table 1.

Meta-analysis of SNP rs2075876 (G > A). Five studies were identified that investigated the association
between SNP rs2075876 and RA susceptibility’®-22. Most of the publications doubled the individual number to
account for alleles; thus, to normalize the data, we also calculated with duplicated values (see Supplementary
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A |2011 |Japan American microarrays 63.0+12.5 |520+158 |82.1 |60.6 HB
Terao C B | 2011 Asian gﬁgﬁﬁfa‘zglogy microarrays | 60.8+11.5 [381+£11.9 |84.1 |39.6 HB
C | 2011 for RA (1987) microarrays 6144115 |525+152 |814 |44.4 HB
églllee rlgaonf Tagman SNP
Garcia-Lozano JR 2013 | Spain Caucasian Rheuxg}l atology genotyping 49.24+14.8 | NA 74.3 | NA HB
for RA (1987) | 355
American
5521575876@ - 4) | Shaos 2014 | China Asian gﬁgﬁﬁ;‘t’ghgy SNaPshotassay |48.7+14.2 |47.0+163 |80.6 |37.0 HB
for RA (1987)
ég;lee riiaonf Tagman SNP
Feng 7] 2015 | China (Han) Asian Rheuﬁmtology genotyping 541+112 |524+11.8 |53.5 |585 HB
forRA (1987) | 2%
American
. . . . College of
LiX 2016 | China (Shaanxi) | Asian Rheumnatology Snapshot Assay | 43.5+19.2 |443+17.8 | 643 |59.7 HB
for RA (1987)
A ]2011 American microarrays 63.04+12.5 |52.0£158 |82.1 |60.6 HB
Terao C B | 2011 |Japan Asian g}[:lelsifa(t)glogy microarrays | 60.811.5 |38.1+119 |84.1 |39.6 HB
C | 2011 for RA (1987) microarrays 6144115 |525+£152 |814 |44.4 HB
American
Shao $ 2014 | China Asian gﬁlelsiea(:cfylogy SNaPshotassay |48.7+14.2 |47.0+163 |80.6 |37.0 HB
SNP rs760426 for RA (1987)
(A>G) -
é:llli: rlzet)nf Tagman SNP
Feng Z] 2015 | China (Han) Asian Rheugnatology genotyping 541+11.2 |5244+11.8 |53.5 |585 HB
for RA (1987) | 355
American
. . . . College of
LiX 2016 | China (Shaanxi) | Asian Rheumatology Snapshot Assay | 43.5+19.2 |44.3+17.8 | 643 |59.7 HB
for RA (1987)

Table 1. Characteristics of the included studies on SNP rs2075876 (G > A) and rs760426 (A > G) (SNP =single
nucleotide polymorphism; NA = not available; HB = hospital based).

Table S1). GWAS by Terao et al.'® served as three independent case-control studies (denoted with A, B, C). With
the exception of Garcia-Lozano et al.'?, all of the studies described the genotype distribution for GG, AG, AA.
Therefore, we calculated odds ratios (ORs) for genetic models where there was no available or feasible data in the
given study (Table 2). Results for each genetic model are shown in Fig. 2. For the allelic model (A vs. G, Fig. 2A)
the ORs were 1.21 (95% CI 1.09-1.36, P < 0.001), 1.18 (1.07-1.30, P=10.001), 1.15 (1.06-1.24, P < 0.001), 1.02
(0.42-2.42, P=0.964), 1.32 (1.04-1.69, P=0.021), 1.30 (1.12-1.50, P < 0.00), and 1.41 (1.16-1.70, P < 0.001).
For the dominant model (AG + AA vs. GG, Fig. 2B) the ORs were 1.18, (95% CI 1.06-1.32, P =0.002), 1.31
(1.19-1.45, P < 0.001), 1.18 (1.09-1.27, P < 0.001), 1.41 (1.08-1.84, P=0.010), 1.55 (1.32-1.82, P < 0.001), and
1.48 (1.22-1.78, P < 0.001). For the recessive model (AA vs. AG+ GG, Fig. 2C) the ORs were 1.53 (95% CI
1.31-1.79, P <0.001), 1.09 (0.95-1.26, P=0.204), 1.25 (1.12-1.39, P < 0.001), 1.52 (1.13-2.05, P =0.006), 1.25
(1.05-1.49, P=10.010), and 1.78 (1.36-2.35, P < 0.001). For the codominant heterozygous model (AG vs. GG,
see Supplementary Fig. S1), the ORs were 1.08 (0.96-1.21, P=0.168), 1.32 (1.20-1.47, P < 0.001), 1.13 (1.05-
1.23,P=0.002), 1.28 (0.97-1.70, P=0.077), 1.51 (1.28-1.79, P < 0.001), and 1.34 (1.10-1.64, P=10.003). For the
codominant homozygous model (AA vs. GG, see Supplementary Fig. S1) the ORs were 1.60 (95% CI 1.35-1.89,
P <0.001), 1.27 (1.09-1.48, P=0.002), 1.34 (1.19-1.51, P < 0.001), 1.78 (1.26-2.52, P=0.001), 1.62 (1.32-1.99,
P <0.001), and 2.09, (1.56-2.81, P < 0.001).

Results of heterogeneity analysis for each genetic model are shown in Supplementary Table S2. For the
allelic model P, =0.439 and 1> = 0%, for the dominant model P, =0.011 and I* = 66.2%, for the recessive model
P, =0.005 and I = 69.9%, for the codominant heterozygous model P, =0.004 and I2=70.5%, and for the codom-
inant homozygous model P, = 0.012 and I = 65.4%. Moderate heterogeneity was found in dominant, recessive,
codominant heterozygous, and codominant homozygous models.

Only four out of 31 ORs were statistically insignificant, and the ORs revealed that SNP rs2075876 (G > A)
is associated with an elevated risk of RA. These results therefore suggest a link between AIRE SNP rs2075876
(G>A) and RA susceptibility.

Meta-analysis of SNP rs760426 (A > G). Four studies investigated the association between SNP
rs760426 and RA susceptibility'®?°-22. Most of the publications doubled the individual number; thus, to normal-
ize the data, we also calculated with duplicated values, as was conducted with rs2075876 SNP (see Supplementary
Table S1). Again, GWAS by Terao et al.'® served as three independent case-control studies (denoted with A, B, C).
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A Study name Statistics for each study risk / Total Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper Relative
ratio limit limit  p-Value Cases Controls weight
Terao C, 2011 A 1219 1.091 1.362 0.000 956 /2470 1014 /2972 . 18.49
Terao C, 2011 B 1.184 1.071 1.308 0.001 1373 /3672 1055 /3146 . 22.87
Terao C, 2011 C 1.154 1.067 1.247 0.000 1721/ 4592 2302/6732 . 37.26
Garcia-Lozano JR, 2013 1.020 0.429 2.425 0.964 0.30
Shao S, 2014 1.328 1.043 1.691 0.021 226/ 464 261/626 —— 3.90
Feng ZJ. 2015 1.300 1.125 1.502 0.000 686 /1382 690 / 1600 -.- 10.88
LiX. 2016 1.413 1.168 1.709 0.000 307/768 369 /1152 —— 6.29
1.209 1.153 1.268 0.000  5269/13348  5691/16228 ‘
0.5 1 2
Favours cases Favours control
B Study name Statistics for each study risk / Total Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper Relative
ratio limit limit  p-Value Cases Controls weight
Terao C, 2011 A 1.187 1.064 1.323 0.002 1510/2470 1694 /2972 . 19.84
Terao C, 2011 B 1317 1.195 1.451 0.000 2260 /3672 1726 /3146 . 21.10
Terao C, 2011 C 1.180 1.093 1.274 0.000 2782 /4592 3808/6732 . 23.19
Shao S, 2014 1.415 1.086 1.845 0.010 342/ 464 416/ 626 + 8.24
Feng ZJ, 2015 1.551 1.322 1.820 0.000 1036 /1382 1054 / 1600 -.- 14.92
LiX. 2016 1.481 1.228 1.786 0.000 490/ 768 626/ 1152 -.- 12.71
1316 1.202 1.441 0.000  8420/13348  9324/16228 ‘
0.5 1 2
Favours cases  Favours control
C Study name Statistics for each study risk / Total Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper Relative
ratio limit limit  p-Value Cases Controls weight
Terao C, 2011 A 1.535 1313 1.795 0.000 402 /2470 334/2972 18.64
Terao C,2011B  1.097 0.951 1.266 0.204 486 /3672 384 /3146 19.47
Terao C,2011C  1.252 1.120 1.398 0.000 660 /4592 796 / 6732 21.52
Shao S, 2014 1.524 1.130 2.056 0.006 110/ 464 106 / 626 10.84
Feng ZJ, 2015 1.255 1.056 1.492 0.010 336/1382 326/ 1600 17.57
LiX. 2016 1.788 1.360 2.351 0.000 124 /768 112/1152 11.96
1.352 1.187 1.539 0.000 2118/13348  2058/16228 ’

0102 051 2 5 10

Favours cases  Favours control

Figure 2. The association of SNP rs2075876 (G > A) with RA risk in different genetic models. (A) Allelic model
(A vs. G). (B) Dominant model (AG + AA vs. GG). (C) Recessive model (AA vs. AG + GG).

With the exception of Feng et al.?!, all studies described the genotype distribution for AA, GA, GG. We therefore
calculated ORs for all the genetic models that were not published in the original articles (Table 2). Furthermore,
we excluded the OR, 95% CI and p-value of Feng et al.?! from the statistical analysis due to the asymmetry of
the OR. Results for each genetic model are shown in Fig. 3. For the allelic model (G vs. A), Fig. 3A, the ORs
were 1.23 (95% CI 1.10-1.37, P <0.001), 1.13 (1.02-1.25, P=0.011), 1.16 (1.08-1.26, P < 0.001), 1.25 (0.98-1.60,
P=0.062), 1.25 (1.04-1.52, P=10.018). For the dominant model (GG + GA vs. AA, Fig. 3B), the ORs were 1.16
(1.04-1.29, P=10.007), 1.19 (1.08-1.31, P < 0.001), 1.18 (1.09-1.27, P < 0.001), 1.19 (0.92-1.55, P=0.171), and
OR 1.32 (1.10-1.59, P=10.003). For the recessive model (GG vs. GA + AA, Fig. 3C) the ORs were 1.66 (95%CI
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A Study name Statistics for each study risk / Total Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper Relative
ratio limit limit  p-Value Cases Controls weight
Terao C,2011 A 1.233 1.104 1.376 0.000 997 /2484 1047 /2972 20.68
Terao C,2011B  1.135 1.029 1.251 0.011 1427 /3692 115173224 26.13
Terao C,2011 C  1.169 1.082 1.263 0.000 1792 / 4602 2420/ 6856 41.96
Shao S. 2014 1.259 0.989 1.603 0.062 222/ 464 263 /624 4.28
LiX, 2016 1.258 1.041 1.521 0.018 298/768 386/ 1152 6.95
1.183 1.125 1.243 0.000  4736/12010  5267/14828
0.5 2
Favours cases  Favours control
B Study name Statistics for each study risk / Total Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper Relative
ratio limit limit  p-Value Cases Controls weight
Terao C, 2011 A 1.161 1.041 1.295 0.007 1556 /2484 1756 /2972 . 20.72
Terao C, 2011 B 1.196 1.086 1318 0.000 232473692 1892/3224 . 26.42
Terao C, 2011 C 1.184 1.097 1.279 0.000 2870 / 4602 3940/ 6756 . 42.02
Shao S, 2014 1.198 0.925 1.553 0.171 326/ 464 414/ 624 -+ 3.69
LiX, 2016 1.327 1.101 1.598 0.003 4741768 632/ 1152 —— 7.15
1.193 1.135 1.254 0.000 7550/12010 8634 /14728 .
0.5 1 2
Favours cases  Favours control
c Study name Statistics for each study risk / Total Odds ratio and 95% CI
Odds Lower Upper Relative
ratio limit limit p-Value Cases Controls weight
Terao C, 2011 A 1.668 1.431 1.944 0.000 438 /2484 338/2972 -.- 20.34
Terao C, 2011 B 1.150 1.002 1321 0.047 530/3692 410/3224 24.86
Terao C, 2011 C 1.195 1.074 1.329 0.001 714 / 4602 900/ 6756 - 42.27
Shao S, 2014 1.559 1.164 2.088 0.003 118 /464 112/ 624 —— 5.59
LiX. 2016 1.365 1.050 1.774 0.020 122/768 140/ 1152 —— 6.95
1.298 1.211 1.391 0.000 1922/12010 1900/ 14728 ‘
0.5 1 2;

Favours cases  Favours control

Figure 3. The association of SNP rs760426 (A > G) with RA risk in different genetic models. (A) Allelic model
(A vs. G). (B) Dominant model (AG + AA vs. GG). (C) Recessive model (AA vs. AG + GG).

1.43-1.94, P <0.001), 1.15 (1.00-1.32, P=0.047), 1.19 (1.07-1.32, P=0.001), 1.55 (1.16-2.08, P=0.003), and
1.36 (1.05-1.77, P =0.020). For the codominant heterozygous model (GA vs. AA, see Supplementary Fig. S2)
the ORs were 1.03, (95% CI 0.92-1.16, P=0.582), 1.17 (1.06-1.30, P =0.002), 1.15 (1.06-1.25, P=0.001), 1.04
(0.79-1.38, P=0.741), and 1.26 (1.03-1.54, P=0.020). For the codominant homozygous model (GG vs. AA, see
Supplementary Fig. S2), the ORs were 1.69 (1.43-2.00, P < 0.001), 1.25 (1.08-1.46, P=0.003), 1.29 (1.15-1.44,
P <0.001), 1.60 (1.15-2.24, P=10.006), and 1.54 (1.16-2.04, P=0.003).

Results of heterogeneity analysis for each genetic model are shown in Supplementary Table S2. For the allelic
model P, =0.737, I>= 0%, for the dominant model P, = 0.822, I>= 0%, for the recessive model: P, = 0.001,
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A Study name Statistics with study removed Odds ratio (95% CI)
with study removed
Lower Upper
Point limit limit p-Value
Terao C, 2011 A 1.217 1.144 1.294 0.000 Lol
Terao C, 2011 B 1.226 1.153 1.303 0.000 Led
Terao C, 2011 C 1.243 1.171 1.321 0.000 <
Garcia-Lozano JR, 2013 1.215 1.153 1.281 0.000 Ll
Shao S, 2014 1.207 1.147 1.269 0.000 o
Feng 77, 2015 1.198 1.139 1.261 0.000 o]
LiX, 2016 1.197 1.139 1.257 0.000 el
1.209 1.153 1.268 0.000 -
0.5 1 2
Favours cases Favours control
B Study name Statistics with study removed Odds ratio (95% CI)

with study removed
Lower Upper

Point limit limit p-Value
Terao C, 2011 A 1.170 1.106 1.237 0.000 o
Terao C, 2011 B 1.200 1.132 1.272 0.000 e
Terao C, 2011 C  1.192 1.117 1.273 0.000 <
Shao S, 2014 1.179 1.120 1.241 0.000 o]
LiX, 2016 1.177 1.118 1.240 0.000 o
1.183 1.125 1.243 0.000 -

0.5 1 2

Favours cases  Favours control

Figure 4. Sensitivity analysis for the allelic models of (A) SNP rs2075876 (G > A) and (B) rs760426 (A > G).

I?=76.7%, for the codominant heterozygous model: P, = 0.323, I*=14.2%, and for the codominant homozy-
gous model P, =0.038, I>=60.5%. Moderate heterogeneity was found in recessive and codominant homozygous
models.

Only four out of 26 ORs were statistically insignificant, and the ORs showed that rs760426 (A > G) SNP is
associated an elevated risk. These results therefore suggest a link between AIRE SNP rs760426 (A > G) and RA
susceptibility.

Sensitivity analysis. To detect the influence of each case-control study on the whole meta-analysis, we
performed sensitivity analysis by omitting one individual study. Heterogeneity was not found in SNP rs2075876
or rs760426 by investigating allelic (Fig. 4), dominant, recessive, codominant heterozygous, and codominant
homozygous genetic models (see Supplementary Figs S3 and S4).

Publication bias. Bias analysis was performed by generating funnel plots for each polymorphism of the
allelic (Fig. 5), dominant, recessive, codominant heterozygous, and codominant homozygous genetic models (see
Supplementary Figs S5 and S6). After analysis, all funnel plots were perfectly symmetric, and no publication bias
was detected for SNP rs2075876 or rs760426.

Trial sequential analysis. We performed a TSA for the allelic models (Fig. 6) of SNPs 152075876 (G > A)
and rs760426 (A > G). Results of allelic models for both polymorphisms showed that the blue line of cumula-
tive z-curve crossed the TSA monitoring boundary and the cumulative sample size was reached. Therefore, we
observed robust evidence in the association between SNPs rs2075876 (G > A) and rs760426 (A > G) and RA risk.
These results suggest that no further studies are necessary to confirm the association.
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Allelic* (Avs.G) 1.21 | 1.09-1.36 <0.001
Dominant (AG+ AA vs. GG) 1.18 | 1.06-1.32 0.002
A Recessive (AAvs. AG+ GG) 1.53 | 1.31-1.79 <0.001
Codominant heterozygous (AG vs. GG) 1.08 |0.96-1.21 0.168
Codominant homozygous (AA vs. GG) 1.60 |1.35-1.89 <0.001
Allelic* (Avs.G) 1.18 | 1.07-1.30 <0.001
Dominant (AG+ AA vs. GG) 131 |1.19-1.45 <0.001
Terao C, 2011 B Recessive (AA vs. AG+ GG) 1.09 |0.95-1.26 0.204
Codominant heterozygous (AG vs. GG) 1.32 | 1.20-1.47 <0.001
Codominant homozygous (AA vs. GG) 127 | 1.09-1.48 0.002
Allelic* (Avs.G) 1.15 | 1.06-1.24 <0.001
Dominant (AG+ AA vs. GG) 1.18 | 1.09-1.27 <0.001
C Recessive (AA vs. AG+ GG) 1.25 |1.12-1.39 <0.001
Codominant heterozygous (AG vs. GG) 1.13 | 1.05-1.23 0.002
Codominant homozygous (AA vs. GG) 1.34 | 1.19-1.51 <0.001
Allelic (Avs.G) 1.02 | 0.42-2.42 0.964
Dominant (AG+ AA vs. GG)
SNP rs2075876 (G > A) | Garcia-Lozano JR, 2013 Recessive (AA vs. AG+GQG) NA
Codominant heterozygous (AG vs. GG)
Codominant homozygous (AA vs. GG)
Allelic* (Avs.G) 1.32 | 1.04-1.69 0.021
Dominant (AG+ AA vs. GG) 1.41 |1.08-1.84 0.010
Shao S, 2014 Recessive (AAvs. AG+GG) 1.52 | 1.13-2.05 0.006
Codominant heterozygous (AG vs. GG) 1.28 | 0.97-1.70 0.077
Codominant homozygous (AA vs. GG) 1.78 | 1.26-2.52 0.001
Allelic (Avs.G) 1.30 | 1.12-1.50 <0.001
Dominant (AG+ AA vs. GG) 1.55 | 1.32-1.82 <0.001
Feng 7], 2015 Recessive (AAvs. AG+GG) 1.25 | 1.05-1.49 0.010
Codominant heterozygous (AG vs. GG) 1.51 |1.28-1.79 <0.001
Codominant homozygous (AA vs. GG) 1.62 | 1.32-1.99 <0.001
Allelic* (Avs.G) 141 |1.16-1.70 <0.001
Dominant (AG+ AA vs. GG) 1.48 |1.22-1.78 <0.001
LiX, 2016 Recessive (AA vs. AG+ GQG) 1.78 | 1.36-2.35 <0.001
Codominant heterozygous (AG vs. GG) 1.34 | 1.10-1.64 0.003
Codominant homozygous (AA vs. GG) 2.09 |1.56-2.81 <0.001
Allelic* (Gvs. A) 1.23 | 1.10-1.37 <0.001
Dominant (GG+GAvs. AA) 1.16 | 1.04-1.29 0.007
A Recessive* (GG vs. GA+ AA) 1.66 | 1.43-1.94 <0.001
Codominant heterozygous* (GAvs. AA) 1.03 ] 0.92-1.16 0.582
Codominant homozygous* (GG vs. AA) 1.69 | 1.43-2.00 <0.001
Allelic* (Gvs. A) 1.13 | 1.02-1.25 0.011
Dominant (GG+GAvs. AA) 1.19 | 1.08-1.31 <0.001
Terao C, 2011 B Recessive (GG vs. GA+ AA) 1.15 | 1.00-1.32 0.047
Codominant heterozygous (GA vs. AA) 1.17 | 1.06-1.30 0.002
Codominant homozygous (GG vs. AA) 1.25 | 1.08-1.46 0.003
Allelic* (Gvs. A) 1.16 | 1.08-1.26 <0.001
Dominant (GG +GAvs. AA) 1.18 | 1.09-1.27 <0.001
C Recessive (GGvs. GA+AA) 119 | 1.07-1.32 0.001
Codominant heterozygous (GA vs. AA) 1.15 | 1.06-1.25 0.001
Codominant homozygous (GGvs. AA) 1.29 | 1.15-1.44 <0.001
SNP rs760426 (A > G)
Allelic* (Gvs.A) 1.25 | 0.98-1.60 0.062
Dominant (GG+GA vs. AA) 1.19 | 0.92-1.55 0.171
Shao S, 2014 Recessive (GGvs. GA+AA) 1.55 | 1.16-2.08 0.003
Codominant heterozygous (GA vs. AA) 1.04 |0.79-1.38 0.741
Codominant homozygous (GG vs. AA) 1.60 | 1.15-2.24 0.006
Allelic* (Gvs.A) 1.87 | 1.09-2.45 0.074
Dominant (GG+GAvs. AA)
Feng 7], 2015 Recessive (GG vs. GA+ AA) NA
Codominant heterozygous (GA vs. AA)
Codominant homozygous (GG vs. AA)
Allelic* (Gvs. A) 1.25 |1.04-1.52 0.018
Dominant (GG+GAvs. AA) 1.32 | 1.10-1.59 0.003
LiX, 2016 Recessive (GG vs. GA+ AA) 1.36 | 1.05-1.77 0.020
Codominant heterozygous (GAvs. AA) 1.26 |1.03-1.54 0.020
Codominant homozygous (GG vs. AA) 1.54 |1.16-2.04 0.003

Table 2. ORs, 95% Cls, and P-values for each genetic model in the association of SNPs rs2075876 (G > A) and
rs760426 (A > G) with RA risk (NA = not available; OR = odds ratio; CI = confidence interval; *literature data.
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Figure 5. Funnel plots of allelic genetic models of (A) SNP rs2075876 (G > A) and (B) rs760426 (A > G).

Discussion

RA is a multifactorial disorder where genetic and environmental events equally contribute to disease commence-
ment"?. The latest GWAS meta-analysis discovered and screened 42 novel RA risk SNPs at a genome level from
98 candidate biological RA risk genes®. The detected risk genes, including AIRE, are mainly in the category of
primary immunodeficiency (PID), HIV, and immune dysregulation. With the exception of AIRE, none of the
other associated proteins have been directly related to central tolerance®.

Self-tolerance involving negative selection, the machinery of which is directed by AIRE, is a central
immuno-physiological process required to create a normal adaptive immune system. We believe that polymor-
phisms in this indispensable gene lower the protein expression of AIRE, decrease the presentation of self-antigens,
reduce negative selection, and contribute to the escape and survival of autoimmune T-cells. Reaching the periph-
ery, matured, autoimmune T-cells are a source of autoantibodies and serve as a medium for numerous immune
disorders, including RA. In support of this belief, Lovewell et al.'* have concluded, through a gene reporter assay,
that specific haplotypes (AIRE—655G AIRE-230T) can dramatically reduce AIRE transcription. However, with
in vitro and in vivo experiments, Kont et al.?° have demonstrated that the presentation of PTAs from mTECs is
quantitatively affected by these reductions in AIRE expression.

An in silico investigation by Terao et al.'$, which analysed the expression profile of 210 lymphoblastoid cells in
the Gene Expression Omnibus (GEO) database, has demonstrated a statistically significant (p < 0.001) correla-
tion between the rs2075876 risk allele (A) and decreased AIRE transcription?’. No association was found in GEO
between rs760426 (G) and AIRE expression. Additionally, Garcia-Lozano et al."’ found statistically significant
decreases in the expression levels of rs878081 C allele by analysing GEO database. This SNP is located in the Exon
5 region of AIRE; however, rs2075876 (G > A) is located in Intron 5 and rs760426 (A > G) in Intron 127. The
latter SNPs may affect the transcription of AIRE by modifying alternative splicing or intron-mediated enhance-
ment?. The reduction in transcription, in turn, provides lower amounts of PTAs ectopically on the major histo-
compatibility complex/human leukocyte antigen of mTECs, which thereby contributes to the failure of negative
selection in the thymus and increases the survival of autoimmune T-cells. In individuals who carry these SNPs,
this sequence increases RA susceptibility. By analysing allelic, dominant, recessive, codominant heterozygous,
and codominant homozygous models, we demonstrated that the SNPs rs2075876 (G > A) and rs760426 (A > G)
occur more frequently in RA patients than in controls.

There are some limitations in our meta-analysis. We cannot extrapolate the findings of rs2075876 (G > A)
and rs760426 (A > G) to Caucasians due to the limited study number. Based on Garcia-Lozano et al."?, the results
are not statistically significant; however, rs878081 C allele seemed to occur more frequently in RA patients.
Furthermore, considering GWAS of Terao et al.'®, the association of AIRE with RA among Caucasians was not
supported. The number of the included studies also limited our meta-analysis; however, Terao et al.'® provided
three case-control studies in one publication, which elevated the number of the included epidemiological studies.
In the future, further European case-control, GWAS, and stratified subgroup analyses (age, smoking) are needed
in order to better elucidate the association between RA and AIRE polymorphism.
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Figure 6. Trial sequential analysis for allelic genetic models of (A) SNP rs2075876 (G > A) and (B) rs760426
(A>Q).

To our knowledge, this is the first time that the association between SNP rs2075876 (G > A), rs760426 (A > G),
and RA susceptibility was statistically estimated in one meta-analysis. We used multiple haplotype investigations
for each polymorphism, sensitivity analyses, and TSA to confirm the robustness of association. In conclusion,
our meta-analysis clearly confirmed with each genetic model that the presence of SNPs rs2075876 (G > A) and
rs760426 (A > G) is significantly associated with an increased risk for RA.

Methods

Search strategy. We searched for related literature in the PubMed, Embase, Cochrane Library, and Web
of Science databases in accordance with the recommendations of the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement®. On 16th May 2017 we completed the search. Keywords

(“autoimmune regulator”; “AIRE”; “polymorphism”; “rheumatoid arthritis”) were thoroughly used by two inde-
pendent investigators. All studies were published from April 2011 to June 2016.

Inclusion and Exclusion criteria. In order for studies to be included, publications had to demonstrate
that (1) the study focused on the association between SNPs or haplotypes within the AIRE gene and RA suscep-
tibility, (2) the study was case-control-designed, (3) all RA patients met the American College of Rheumatology
classification and diagnostic criteria, and (4) detailed genotype data and feasible ORs, 95% ClIs, and p-values were
available. Publications were excluded if (1) a previous study was duplicated or (2) the given polymorphism was
not found in at least four studies. Review articles were also excluded. Inclusion and exclusion criteria were inde-
pendently screened by two investigators.

Statistical analysis. HWE was calculated by the chi-squared test for each study in the control groups.
Pooled ORs and 95% Cls were calculated to examine the strength of the association between rs2075876 and
rs760426 polymorphisms and RA. We used the random effect model by DerSimonian and Laird*® because of
the different ethnicities of those included. Heterogeneity between trials was tested with two methods. First, we
employed the Cochrane’s Q homogeneity test, which exceeds the upper-tail critical value of chi-square on k-1
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degrees of freedom, with a p-value of less than 0.10 considered suggestive of significant heterogeneity. Second, we
used the inconsistency (I?) index. I? is the proportion of total variation contributed by between-study variability.
1% values of 25, 50 and 75% correspond to low, moderate, and high degrees of heterogeneity, respectively, based
on Cochran’s handbook®!. Sensitivity analyses were performed to identify the influence of each study on the
pooled ORs and 95% CIs. Publication bias was examined by visual inspection of funnel plots where the standard
error was plotted against the log odds ratio. Meta-analytic calculations were performed with Comprehensive
MetaAnalysis software Version 3 (Biostat, Inc., Englewood, NJ, USA).

Trial sequential analysis (TSA). Meta-analyses may be biased in type I errors owing to an increased risk of
random error when sparse data are analysed, combined with reduplicative testing on accumulating data. To avoid
this problem and to increase the robustness of conclusions, we used trial sequential analysis (TSA)*?**. TSA com-
bines an estimation of the required sample size with an adjusted threshold for statistical significance. The relation-
ship between the cumulative z-curve and the trial sequential monitoring boundary shows the expressiveness of
the meta-analysis. If the cumulative z-curve crosses the trial sequential monitoring boundary, and the cumulative
sample size of the meta-analysis reaches the required sample size, firm evidence can be observed. When the
cumulative z-curve crosses the boundaries, but the sample size does not reach the required information size, a
sufficient level of evidence for the anticipated intervention effect may have been reached and no further trials are
needed. If the z-curve does not cross any of the boundaries and the required sample size has not been reached,
evidence to reach a conclusion is insufficient®. For calculation of the information size, we used a heterogeneity
adjusted assumption with 10% of relative risk reduction, 5% of overall Type-I-Error, and 10% of Type-II-Error for
the case of both gene alleles. The adjusted CIs for rs2075876 and rs760426 are 1.13-1.31 and 1.11-1.26, respec-
tively. For calculations we used the Trial Sequential Analysis software tool from Copenhagen Trial Unit, Center
for Clinical Intervention Research, Denmark (version 0.9 beta, www.ctu.dk/tsa).

All data generated or analysed during this study are included in this published article and its Supplementary
information file.
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Abstract. Background/Aim: Autoimmune regulator (AIRE)
is a transcription factor that plays pivotal role in
controlling autoimmunity. In the thymus, it supports the
presentation of peripheral tissue antigens to developing T
cells, where recognition of these self-antigens negatively
selects the autoimmune naive T-cells by central tolerance.
Studies demonstrated that single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) in AIRE alter transcription and propagate clonal
survival of autoimmune T cells, therefore increase
susceptibility to autoimmune diseases. This study intended
to identify SNPs in exon and intron sequences that
determine AIRE transcription, where their genotypes are
associated with rheumatoid arthritis (RA) risk and clinical
parameters. Patients and Methods: After a thorough in
silico research, we enrolled 100 patients with RA and 100
healthy controls to analyze the association of SNP
rs870881(C>T) and rs1003854(T>C) in AIRE coding
sequence with RA risk by using five different genetic models
and selected clinical parameters. Multiplex quantitative
polymerase chain reaction was used to determine allelic
discrimination of SNPs. RA risk was assessed by odds
ratios (ORs) and confidence intervals (Cls). Results: In a
recessive model of rs878081, minor allele TT homozygotes
were associated with RA (p=0.032, OR=5.44, 95%CI=1.16-
25.52); in a recessive model of rs1003854, minor allele CC
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homozygotes were associated with RA (p=0.047, OR=4.84,
95%CI=1.02-23.02). Higher C-reactive protein (CRP)
levels in patients with RA were significantly associated with
minor allele homozygotes in recessive and codominant
genetic models (p=0.029 and p=0.043, respectively) of
rs1003854. Conclusion: Genotypes for minor alleles of
rs878081 and rs1003854 might be involved in RA
pathogenesis and risk prediction.

Rheumatoid arthritis (RA) is a common disease of immune
dysfunction characterized by chronic synovitis; the resultant
polyarticular arthritis with extra-articular symptoms causes
functional impairment. The disease prevalence is 0.5-1%
among adults, and the annual incidence in developed
countries is 5-50 per 100,000 adults (1).

The immunopathology of RA has not been completely
clarified; however, many studies have reported that some
autoimmune T cells clonally expand and survive negative
selection of the adaptive immune system. These autoimmune
T cells then infiltrate the synovium and cause RA (2, 3).

Despite the significant association between major
histocompatibility complex (MHC) HLA-DRBI and RA by
numerous genome-wide association studies (4-7), the two
latest transethnic, high-throughput genome-wide association
studies have associated 51 novel risk loci with RA using a
combined total of 33,954 cases and 90,649 controls (8, 9).
One of these risk loci is the coding sequence for AIRE,
which is indispensable for the control of autoimmunity.

AIRE is located in the 21q22.3 chromosomal region and
encodes the 545 amino acid transcription factor autoimmune
regulator (AIRE), which is located in the nucleus of
medullary thymic epithelial cells (mTECs) (10). During
postnatal development of the immune system, AIRE binds to
the DNA of mTECs to ensure the promiscuous, ectopic
expression of peripheral tissue self-antigens in the thymic
environment, which is the “educational” site of the incoming
naive T cell precursors, thymocytes (2). Self-antigens are
presented on MHC molecules of mTECs to the T cell
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receptors on thymocytes (2). If self-antigens are recognized
by the T-cell receptor (TCR) of thymocytes, these naive T-
cells become autoreactive and negative selection clonally
deletes them by apoptosis to ensure a normal T cell
population without autoreactivity (2, 10). This negative
selection is the last step in the process of immunological
central tolerance (2). AIRE consists of several structural
domains: the caspase-recruitment domain controls
interactions with binding partners; the SAND domain has
DNA-binding and transcription properties and controls
peripheral tissue antigen production; the PHD fingers read the
histone code; and the LXXLL sequences interact with the
ubiquitous transcription activators CREB-binding protein
(CBP) and signal transducers and activators of transcription
(STAT) protein (10-13). Certain functional mutations in the
AIRE protein-coding sequence result in the loss of negative
selection, causing development of the systemic autoimmune
disease  autoimmune  polyendocrinopathy-candidiasis-
ectodermal dystrophy (APECED), also known as autoimmune
polyendocrine syndrome type 1 (APS-1), which causes
multiorgan devastation (10, 14).

Quantitatively inappropriate presentation of self-antigens
may decrease the effectiveness of central and peripheral
tolerance, causing the survival and maturation of
autoreactive thymocytes which leads to various autoimmune
diseases, including RA. This effect has been confirmed for
the glucose-6-phosphate isomerase self-antigen in the K/BxN
mouse model of RA (15). Numerous studies describe the
fundamental contribution to RA development of defective
selection of autoimmune T cells and the resultant synovial
infiltration of CD4" type 1 T helper (Th) 1, Th2, Th17, and
regulatory T cells (3, 16-18). We endorse the rising scientific
attention on thymic T cell selection and the necessity to
analyze the role of gene variants of its key player, AIRE. The
role of allelic polymorphisms in AIRE transcription was first
described in an in vivo study that detected two distinct AIRE
single-nucleotide polymorphisms (SNPs), AIRE-230Y and
AIRE-655G. The haplotype AIRE-230T transcriptionally
modified AIRE gene expression, which elevated the risk of
autoimmunity through the alteration of negative selection
(19). Although AIRE SNPs attract scientific attention, only
few case-control studies have analyzed the association
between allelic polymorphisms of A/IRE and autoimmune
diseases, such as vitiligo (20), alopecia areata (21),
Addison’s disease (22), and systemic sclerosis (23). The
majority of these molecular epidemiological studies analyzed
the association of AIRE SNPs with RA. Similarly, we
previously conducted a meta-analysis to verify the
association of AIRE allelic polymorphisms with RA in Asian
populations (24). So far, the association in European
populations is poorly understood. To date, one study has
analyzed AIRE and RA in the Spanish population (25).
According to our knowledge, our report is the first European
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study to examine the association of genotypes of AIRE allelic
polymorphisms and RA risk using five different genetic
models (allelic, dominant, recessive, codominant
heterozygous, codominant homozygous, and overdominant)
to determine risk genotypes.

Patients and Methods

Preliminary in silico research. We performed preliminary in silico
research to identify SNPs that could be relevant to RA risk. We used
the Ensembl automatic annotation of the human genome sequence
(GRCh38.p13) and the UCSC Genome Browser (GRCh38
assembly) as a human genome database (26, 27). Our inclusion
criteria for SNPs to be tested were global minor allele frequency
(MAF) of 0.01-0.5 and presence of the variant in at least one of the
following databases: 1000 Genomes Project Phase III (including the
HapMap project), NCBI dbSNP, NHLBI GO Exome Sequencing
Project (human only), Exome Aggregation Consortium (human
only), Genome Aggregation Database (human only), and NHLBI
Trans-Omics for Precision Medicine (human only) (28-32).

Hits were excluded as they had a low probability of detection in
our study population. Therefore, we established a criterion to
exclude a genetic variant if it existed in the 1000 Genomes Project
database with a global MAF of 0.01-0.5 but the MAF was less than
0.01 in the EUR or CEU subpopulations.

Study subjects. Patients with RA and healthy control subjects were
consecutively recruited by voluntary participation from individuals
receiving outpatient or inpatient care at the Harkdny Thermal
Rehabilitation Centre, Hungary. We collected blood samples from the
recruited subjects from May 2018 to September 2022; the subjects
gave informed consent and received a study information sheet.

Blood samples were obtained and collected in citrate tubes (one
4 ml tube per subject). Whole blood was stored at —75°C until
analysis. Our inclusion criteria for the patients with RA were that the
subjects aged more than 18 years, had signed a consent statement,
and had been clinically diagnosed with RA, based on the American
College of Rheumatology classification (33). Our inclusion criteria
for the healthy control subjects were that they aged more than 18
years, had signed a consent statement, and did not have RA, based
on the American College of Rheumatology classification and had
blood values of C-reactive protein (CRP) <20 mg/dl and rheumatoid
factor (Rf) <25 IU/ml (34). Ultimately, we analyzed data from 100
patients with RA and 100 healthy control subjects.

Laboratory assessment. The blood samples were analyzed for
complete blood count, cholesterol profile, blood sugar profile,
erythrocyte sedimentation rate (ESR), CRP, sodium, potassium,
urea, creatinine, glutamate-oxaloacetate transaminase, glutamate-
pyruvate transaminase, gamma-glutamyl transferase, alkaline
phosphatase, lactate dehydrogenase, creatine kinase, protein
albumin, magnesium, phosphorus, and serum bilirubin. We
measured rheumatoid factor (Rf), anti-cyclic citrullinated peptide
(aCCP), and antinuclear antibodies to confirm seropositivity in
patients with RA and seronegativity in control subjects (35, 36).
Finally, we calculated the functional status of patients with RA by
the Functional Independence Measure and disease activity score
with 28-joint counts (DAS28) (37). ESR was quantified using the
Westergren method (38). CRP and Rf were quantified at the
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of study populations.

Characteristics

Patients with RA Control subjects

(N=100) (N=100)

Age (years), mean+SD 65.38+9.84% 81.17+4.56
Sex

Female, no. (%) 85 (85%) 68 (68%)

Male, no. (%) 15 (15%) 32 (32%)
ESR (mm/h), mean+SD (normal range=3-13 mm/h) 40.24+23.90* 15.43+9.97
CRP (mg/dl), mean+SD (normal range=0-10 mg/dl) 28.80+29.21% 6.19+2.53
Rf (IgG) (IU/ml), mean+SD (normal range=0-15 IU/ml) 166.15+156.39% 11.79+£7.61
aCCP (U/ml), mean+SD (normal range: <20.0 U/ml; 561.10+583.07* 4.566+2.65
weak positivity: =20.0-39.0 U/ml; moderate positivity:
>39.0-59.0 U/ml; strong positivity: =59.0 U/ml)
Seropositive, no. (%) 66 (66%)* 0 (0%)
Seronegative, no. (%) 14 (14%)* 100 (100%)
DAS28, mean+SD (disease remission: <2.6; 4.93+1.46 -

low: =2.6-3.1; moderate: =3.1-5.1; high: =5.1)

RA: Rheumatoid arthritis; SD: standard deviation; ESR: erythrocyte sedimentation rate; CRP: C-reactive protein; Rf: rheumatoid factor; I1gG:
immunoglobulin G; aCCP: anti-cyclic citrullinated peptide; DAS28: disease activity score with 28-joint counts; *p<0.001, compared with

control subjects.

Harkdny Thermal Rehabilitation Centre using Konelab Arena 20XT
Clinical Chemistry Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) in accordance with the manufacturer’s
recommendations. Levels of aCCP were analyzed using an
Immunoscan CCPlus enzyme-linked immunosorbent assay kit (Svar
Life Sciences, Malmo, Sweden) at the Department of Immunology
and Biotechnology, Medical School, University of Pécs, Hungary,
in accordance with the manufacturer’s protocols.

Genomic DNA extraction from blood. Genomic DNA was isolated
using 1 ml DNAzol™ BD reagent (Thermo Fisher Scientific) mixed
with 0.5 ml whole blood in accordance with the manufacturer’s
instructions. Genomic DNA was precipitated with 0.4 ml
isopropanol for 5 min at room temperature and then centrifuged.
After the removal of the supernatant, the pellet was washed with 0.5
ml DNAzol™ BD reagent and then washed with 1 ml 75% ethanol.
The genomic DNA was dried, dissolved in 200 uL Tris EDTA buffer
(10mM Tris, pH 8.0, and ImM EDTA), and quantified with a
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific). For genotyping by
quantitative polymerase chain reaction, 20 ng genomic DNA was
used per reaction.

Genotyping AIRE SNPs rs878081 (C>T) and rs1003854 (T>C). We
used the predesigned Minor Groove Binder (MGB) TagMan probe
assays (Thermo Fisher Scientific) to detect SNPs in AIRE. The
presence of the MGB at the 3° ends of the probe increases the
melting temperature, stabilizes the probe—target hybrids, and enables
more accurate discrimination between highly homologous allele
sequences. After genomic DNA purification from blood samples,
multiplex quantitative polymerase chain reaction was performed.
FAM and VIC fluorescence intensity signals were detected using
the Rotor-Gene 3000 thermal cycler (Corbett Life Science, Qiagen,
Crawley, UK). Samples with signals in either the VIC or FAM
channels were considered homozygous for the SNP site of interest,
whereas samples with signals in both VIC and FAM channels were
considered heterozygous for the SNP site of interest.

Statistical analysis. Our statistical analyses were performed using
SPSS software, version 28.0 (IBM Corp. Released 2021, IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 28.0; IBM Corp, Armonk, NY,
USA). Chi-square tests were used to determine the contingency of
genotype distributions with Hardy—Weinberg equilibrium. We also
used chi-square tests to check significant differences in the genotype
frequencies of control subjects. Clinical continuous variables are
represented as meanzstandard deviation (SD).

The Shapiro-Wilk test was used to determine normality, and
Levene’s test was used to analyze the equality of variances. To
compare groups for continuous variables, we used independent
samples #-tests and analysis of variance. To compare medians of
non-normally distributed variables, we used Mann-Whitney U and
Kruskal-Wallis H tests with two-tailed significance. Correlation was
tested using bivariate correlation with Pearson correlation
coefficient and two-tailed significance. Binary logistic regression
was used to calculate odds ratios (ORs) with a 95% confidence
interval (CI). Statistical significance was determined when p-values
were less than 0.05. The power was calculated and indicated if it
exceeded 0.8 (39).

Results

Demographic and clinical characteristics of the study
subjects. The demographic and clinical data of the study
subjects are presented in Table I. The mean+SD age of RA
patients was 65.38+9.84 years; 85% were female. According
to the literature, the mean age of the disease onset is 65 years
(1). To minimize the probability of latent cases among
controls, we included participants of age 75 or older. Patients
and control individuals were all born in Hungary. The RA
group demonstrated significantly higher ESR, CRP, Rf
immunoglobulin G (IgG) antibody, aCCP levels (all
p<0.001) and had 60% seropositivity compared with 100
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Figure 1. Domain-coding sequences of AIRE, and the positions of rs878081 and rs1003854 (image generated in UCSC Genome Browser).

control subjects in whom the aforementioned clinical
parameters were in the normal range and whose
seronegativity was 100% (34, 40-43). We also calculated
DAS28 for patients with RA, where the mean+SD of DAS28
suggested moderate disease activity (44).

Results of preliminary in silico research. Using the Ensembl
automatic annotation of the human genome sequence and the
UCSC Genome Browser as a human genome database, we
set up our parameters in the AIRE (HGNC
Symbol;Acc:HGNC:360) gene sequence (also known as
APECED, APS1, or PGAI), which is located in the 21q22.3
chromosomal region between 44,285,838-44,298,648 on the
forward strand (26, 27). Without using any restrictions, we
identified 23,023 variations (point mutations, indels, and
SNPs). To find detectable SNPs, we adjusted the MAF to
0.01-0.5 with at least one representation in each database.
We had 68 hits; however, some SNPs had MAFs less than
0.01 in the European (EUR) subpopulation of Utah residents
with Northern and Western European ancestry (CEU). We
excluded these SNPs by adjusting the MAF to 0.01-0.5 in
EUR, because of the low probability of SNP detection in this
population. This allowed us to exclude 24 SNPs, and we
subsequently shortlisted 44 SNPs in our in silico setting.
Each of the shortlisted SNPs is found in the 1000 Genomes
Project Phase III data set with MAFs 0.01-0.5 and is present
in EUR and CEU subpopulations.

Among the 14 exon regions of AIRE, exon 5 codes for the
SAND domain, which is responsible for transcriptional
regulation and DNA binding in mTECs during negative
selection.  Therefore, we  analyzed synonymous
polymorphisms in the SAND domain-coding sequence that
had MAFs of 0.01-0.5 that might alter messenger RNA
(mRNA) splicing, mRNA stability, mRNA structure, protein
translation, or cotranslational protein folding (10, 11, 26, 45).
In the coding sequence of exon 5, we found one synonymous
polymorphism, rs878081, and analyzed its strongly linked
intron variant rs1003854, for which the pairwise 12 value for
linkage disequilibrium was 0.912. Domain-coding structural
sequences of AIRE and the positions of rs878081 and
rs1003854 are illustrated in Figure 1.
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Genotype frequencies and Hardy—Weinberg equilibrium.
Genotype frequencies in control groups for rs§78081 and
rs1003854 were in accordance with Hardy—Weinberg
equilibrium. No statistically significant difference was found
between the expected and observed genotype frequencies in
rs878081 (p=0.316) and rs1003854 (p=0.214); therefore, our
sample collection avoided selection bias, nonrandom
sampling, and accumulation of relatives.

Association between rs878081 (C>T) allelic polymorphism
and the risk of rheumatoid arthritis. Allelic polymorphism
in rs878081 was analyzed under allelic, dominant, recessive,
codominant heterozygous, codominant homozygous, and
overdominant genetic models (46). Under the recessive
genetic model, we found statistically significant association
with RA, where the genotype frequency of TT homozygotes
was significantly higher in patients with RA than in healthy
control subjects, supporting RA risk (OR=5.44,
95%ClI=1.16-25.52, p=0.032, power >0.8). The genotype
frequency of TT homozygotes was also higher among
patients with RA in a codominant homozygous setting than
among control subjects; however, the association was barely
insignificant (OR=4.68, 95% CI=0.98-22.27, p=0.052, power
>0.8) but suggested the same direction as the recessive
model. No other significant associations were found in the
allelic, dominant, codominant heterozygous, or overdominant
genetic models. Allele and genotype frequencies of rs§78081
in patients with RA and control subjects and risk calculations
are presented in Table II. The results of allelic discrimination
tests for rs878081 in patients with RA and control subjects
are illustrated in Figure 2.

Association between rs1003854 (T>C) allelic polymorphism
and the risk of rheumatoid arthritis. Allelic polymorphism of
rs1003854 was analyzed under allelic, dominant, recessive,
codominant heterozygous, codominant homozygous, and
overdominant genetic models. The genotype frequency in
patients with RA was statistically significantly higher in TT
homozygotes than in control subjects, supporting RA risk
(OR=4.84, 95%CI1=1.02-23.02, p=0.047, power >0.8). No
other statistically significant association was found under the
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Table II. Distribution of allele and genotype frequencies of AIRE rs878081 in patients with rheumatoid arthritis and control subjects.

AIRE SNP Patients with RA Control subjects OR (95%CI) p-Value?

rs878081 N=100 (%) N=100 (%)

(C>T)

Allele
T 46 (23.0) 42 (21.0) 1.12 (0.70-1.80) 0.629
C 154 (77.0) 158 (79.0)

Genotype
TT 10 (10.0) 2(2.0) 4.68 (0.98-22.27) 0.052f
CT 26 (26.0) 38 (38.0) 0.64 (0.34-1.18) 0.154
CcC 64 (64.0) 60 (60.0)

Dominant
CT+TT 36 (36.0) 40 (40.0) 0.84 (0.47-1.49) 0.629
CcC 64 (64.0) 60 (60.0)

Recessive
TT 10 (10.0) 2 (2.0) 544 (1.16-25.52) 0.032%f
CC+CT 90 (90.0) 98 (98.0)

Overdominant
CT 26 (26.0%) 38 (38.0%) 0.57 (0.31-1.04) 0.070
CC+TT 74 (74.0%) 62 (62.0%)

SNP: Single-nucleotide polymorphism; OR: odds ratio; CI: confidence interval. abased on logistic regression; *p<0.05, fpower >0.8.

allelic, dominant, codominant heterozygous, codominant
homozygous, or overdominant genetic models. Allele and
genotype frequencies of rs1003854 in patients with RA and
control subjects and risk calculations are presented in Table
III. The results of allelic discrimination tests for rs1003854
in patients with RA and control subjects are illustrated in
Figure 3.

Comparison of clinical parameters under the genetic models
of rs878081 and rs1003854 in patients with rheumatoid
arthritis and control subjects. Our study aimed to compare
ESR, CRP, Rf, aCCP, and DAS28 levels between the
genotype subgroups of genetic models of rs878081 and
rs1003854 in patients with RA and control subjects. The first
stage was designed to find significant differences by
comparing group means, and the second stage was designed
to reveal correlations between clinical parameters and
genotypes.

In patients with RA, ESRs were significantly higher in the
CC subgroup compared to TT homozygotes under the
codominant homozygous model of rs1003854 (p=0.048). The
CC subgroup demonstrated significantly higher CRP levels
compared to TT homozygotes in the codominant
homozygous model and the TT+TC subgroup in the
recessive model (p=0.043 and p=0.029, respectively).
Furthermore, the CC homozygote patients with RA were
significantly correlated with CRP under the codominant
homozygous and recessive models (p=0.006 and p=0.002,
respectively; r=0.350 and r=0.338, respectively). No other
significant differences were found in other clinical variables

and genetic models of rs878081 and rs1003854. These
results are illustrated in Table I'V.

Discussion

RA is a complex, multifactorial disorder in which genetic and
environmental causes contribute to disease initiation (1-3). In
vitro and in vivo studies have demonstrated that presentation
of peripheral tissue self-antigens is quantitatively determined
by AIRE transcription, and AIRE SNPs may cause clonal
survival (19, 47). Autoreactive CD4* T cells are recruited to
the synovium where they initiate an inflammatory
environment by the production of interferon-gamma, tumor
necrosis factor-alpha, interleukins (ILs), proinflammatory
cytokines, and chemokines, causing tissue destruction (48-
50). The inflammatory environment activates fibroblast-like
synoviocytes (FLSs) to produce chemokines in order to
attract more autoreactive CD4+ T cells, creating a vicious
circle (50, 51). This was demonstrated by an in vitro study by
Bergstrom et al. in which IL-1f and tumor necrosis factor-
stimulated FLSs from patients with RA and in which there
was 26-fold statistically significantly higher CXCL10 and
CCLS production compared with cells with AIRE expression
silenced by sense siRNA (51). Nonstimulated FLSs did not
produce chemokines (51). Based on our current
understanding, AIRE SNPs are important in two ways: they
allow the escape of autoreactive CD4* T cells during central
tolerance, and they cause FLSs to produce chemokines to
attract increasingly more self-reactive CD4% cells, thereby
maintaining the hyperplastic inflammatory environment (19,
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Figure 2. Result of allelic discrimination tests for rs878081 in patients with rheumatoid arthritis and control subjects.

Table II1. Distribution of allele and genotype frequencies of AIRE rs1003854 in patients with rheumatoid arthritis and control subjects.

AIRE SNP Patients with RA Control subjects OR (95%CI) p-Value?

rs1003854 N=100 (%) N=100 (%)

(T>C)

Allele
C 47 (23.5) 45 (22.5) 1.05 (0.66-1.68) 0.812
T 153 (76.5) 155 (77.5)

Genotype
CC 9 (9.0 2(2.0) 4.13 (0.85-19.96) 0.077f
TC 29 (29.0) 41 (41.0) 0.65 (0.35-1.18) 0.157
TT 62 (62.0) 57 (57.0)

Dominant
TC+CC 38 (38.0) 43 (43.0) 0.81 (0.46-1.43) 0471
TT 62 (62.0) 57 (57.0)

Recessive
CcC 9 (9.0) 2 (2.0) 4.84 (1.02-23.02) 0.047%%
TT+TC 91 (91.0) 98 (98.0)

Overdominant
TC 29 (29.0) 41 (41.0) 0.58 (0.32-1.05) 0.076
TT+CC 71 (71.0) 59 (59.0)

SNP: Single-nucleotide polymorphism; OR: odds ratio; CI: confidence interval; ®based on logistic regression; *p<0.05, fpower >0.8.

51). Hence, synonymous SNPs and their strongly related
intron variants can be associated with disease activity. In
Asian populations, a strong association was found between
1s2075776, rs760426, and RA in different genetic models (24,
52-55). Furthermore, Terao et al. demonstrated genotype-
specific AIRE expression in lymphoblastoid cells using the
Gene Expression Omnibus database and raised the idea that
different genotypes may alter disease activity (56). Allelic
polymorphisms of rs878081 have been analyzed in Chinese,
Egyptian, and Spanish populations (25, 56, 57). Yang et al.
measured AIRE expression in blood lymphocytes and found
significant differences between rs878081 TT and CC
homozygotes in Asian populations (56).

Our investigation is the first attempt to analyze different
genotypes and RA risk among Hungarian-born, European
individuals in allelic, dominant, recessive, codominant
heterozygous, codominant homozygous, and overdominant
genetic models combined with clinical parameters, such as
ESR and CRP. After our preliminary in silico selection of
SNPs, our results showed in a recessive model (TT vs.
CC+CT) that rs878081 TT is significantly associated with RA
risk (p=0.032). The codominant homozygous model (TT vs.
CC) provided the same result; however, only borderline
significance was detected (p=0.052). These results made us
consider that two copies of the minor alleles may be
necessary for a quantitative association with RA risk, as the
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Figure 3. Result of allelic discrimination tests for rs1003854 in patients with rheumatoid arthritis and control subjects.

Table IV. C-reactive protein levels among the genotypic subgroups of genetic models of rs1003854 within patients with rheumatoid arthritis and
control subjects.

AIRE SNP Patients with RA Control subjects

rs1003854

(T>C) CRP p-Value? Pearson p-Valueb CRP p-Value® Pearson p-Valued

correlation correlation

Genotype
CcC 58.41+47.30 0.043* 0.350 0.006%* 6.00+0.00 0.486 0.002 0.990
TC 22.04+23.03 0.094 -0.086 0.469 6.49+3.14 0.486 0.099 0.337
TT 27.21+25.75 5.98+2.06

Dominant
TC+CC 32.47+35.36 0.687 0.092 0416 6.47+3.06 0.430 0.096 0.347
TT 26.87+25.55 5.98+2.06

Recessive
CcC 58.41+47.30 0.029* 0.338 0.002%* 6.00+0.00 0.571 -0.011 0915
TT+TC 25.56+24.95 6.19+2.56

Overdominant
TC 22.09+23.57 0.050 -0.132 0.239 6.49+3.14 0.527 0.100 0.329
TT+CC 31.01+30.69 5.98+2.02

SNP: Single-nucleotide polymorphism; RA: rheumatoid arthritis; CRP: C-reactive protein; ?genotype subgroup comparison of CRP levels in patients

with RA in each genetic model; PPearson correlation of CRP with genoty

pe subgroups of patients with RA in each genetic model; genotype subgroup

comparison of CRP levels in control subjects in each genetic model; 9Pearson correlation of CRP with genotype subgroups of control subjects in
each genetic model; *p<0.05, **p<0.01; Clinical parameters are reported as mean+SD.

SNP is synonymous and resides in exon 5. Exon 5 is in the
SAND coding sequence of AIRE that is responsible for DNA-
binding and cooperation with transcriptional factors, so allelic
polymorphisms in this region may functionally determine
AIRE production and affect central tolerance (10-13).

Our study analyzed intron variant rs1003854, where
significant correlations were found between clinical
parameters and genotypes in recessive (CC vs. TT+TC) and
homozygous codominant (CC vs. TT) genetic models. The
allelic polymorphism rs1003854 resides in intron 7 and may
modify the transcription of AIRE by altering alternative-
splicing mechanisms with the process of intron-mediated

enhancement (58). Interestingly, after we determined RA risk
for SNP rs1003854, we concluded that only the recessive and
codominant genetic models demonstrated significantly
higher levels of CRP (p=0.029 and p=0.043, respectively)
and positive, significant correlation with CRP (p=0.002 and
p=0.006, respectively) when patients with RA were
homozygous for the minor C allele. This finding supports the
notion that CRP levels vary in genetic models of AIRE
rs1003854 among patients with RA, reflecting a possible
association between AIRE genotypes and RA disease activity,
where chemokines (such as CXCL10, CCLS8, and CCL5) are
essential and are strongly correlated with CRP levels (59-61).
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To conclude, rs878081(C>T) and rs1003854(T>C) SNPs
together with ESR and CRP levels would be useful as
potential biomarkers to determine RA susceptibility, follow-
up, and prognosis. Before future clinical application, further
studies are necessary. To continue contributing to this
research area, we intend to carry out studies on larger cohorts
of patients with RA and control subjects and to consider
multiple loci as well as possible molecular partners of AIRE.

Conclusion

In conclusion, our data demonstrate the effects of gene
polymorphisms in rs8§78081 and rs1003854 on the risk of RA
in the European population, where two copies of the minor
alleles and the related homozygous genotypes provided
susceptibility. Analyses of the clinical parameters ESR and
CRP supported our assumption that the homozygous
subgroup for the minor allele of patients with RA may have
higher ESR and CRP levels, which might reflect disease
activity. Therefore, these clinical parameters may be suitable
to detect at-risk populations in the future. Based on medical
history, a previous family history of RA may be an indication
for a risk genotype test, where the detection would
prospectively allow a follow-up of the healthy individual and
possible preventive physiotherapy and drug therapy.
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Simple Summary: It is a fundamental question: what is the earliest commencement of autoimmune
diseases? In recent years, one process deemed to be essential is central self-tolerance during the
neonatal period, when the immune system selects and destroys autoimmune T-cells. This mechanism
is genetically governed by the master gene AIRE. Genetic variations in this gene may cause a
less efficient clearance of autoimmune T-cells, causing severe autoimmune diseases decades later.
According to numerous research studies and our preliminary results, genetic polymorphisms in this
master gene may be at the root of several autoimmune diseases. Although the interaction of genes
and disease has been well studied in Asian populations, results are scarce in European populations.
Our study is intended to analyse the association between genetic variations in this master gene
and rheumatoid arthritis in subjects of Hungarian origin. We successfully identified an association
between polymorphisms and the disease, reinforcing the notion that immunologic events during the
neonatal period may contribute to autoimmune diseases. A further strength of our research is that
in the future, because of its neonatal involvement, AIRE can be used as a risk biomarker in cases in
which other regular markers cannot predict the disease risk.

Abstract: Background: Rheumatoid arthritis (RA) is chronically persistent synovitis and systemic
inflammation. Although multiple contributors are detected, only one is pivotal in the neonatal
period: the negative selection of autoimmune naive T-cells by the autoimmune regulator (AIRE)
transcriptional factor. Methods: Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the DNA-binding site
of AIRE may determine its function and expression. We intended to analyse site-specific allelic
polymorphisms in two exon (rs878081 and rs1055311) and three intron (rs1003853, rs2075876, and
rs1003854) loci with an RA risk. Our analytical case-control study analysed 270 RA patients and
322 control subjects in five different genetic models using quantitative real-time PCR (qPCR) with
TaqMan® assays. Results: Statistically significant differences were found between the odds of allelic
polymorphisms in the loci of rs878081, rs1003854, and rs1003853 among the controls and RA patients,
and the disease activity seemed to be significantly associated with the genotypic subgroups of rs878081
and rs1055311. Our in silico analysis supported this, suggesting that allele-specific alterations in
the binding affinity of transcriptional factor families might determine RA activity. Conclusion: Our
findings highlight the involvement of neonatal self-tolerance in RA pathogenesis, providing novel
insights into disease development and paving the way for an analysis of further site-specific genetic
polymorphisms in AIRE to expand the intervention time for RA.

Keywords: single-nucleotide polymorphism; central tolerance; rheumatoid arthritis; autoimmune
disease
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1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune dysfunction associated with syn-
ovial inflammation in which consequent tissue destruction causes functional impairment
and disability [1]. In medium- and high-income countries, the reported prevalence of RA
is 0.5-1%, with an annual incidence of 5-50 cases per 100,000 people [1]. While the exact
cause is not fully understood, it is widely accepted that in the central stage, the exo- and
endogenous propagation of citrullination and autoreactive T-cells plays an essential role in
the production of autoantibodies in lymph nodes, such as anti-cyclic citrullinated peptide
(aCCP) antibodies, in the early stages of the disease [2,3]. The percolation of autoreactive
CD4+ T-cells, plasma cells, and autoantibodies into the synovium initiates the later, destruc-
tive phase of RA, characterised by cytokine-driven synovitis and the formation of pannus
by the proliferation of fibroblast-like synoviocytes (FLSs), leading to irreversible clinical
manifestations [2-6].

RA was firstly found to be significantly associated with HLA-DRBI alleles carrying
a common amino acid motif, which is the human leukocyte antigen (HLA)-DRB shared
epitope (HLA-DRB-SE); however, the dosage of the shared epitope allele is only associated
with patients who present aCCP antibodies [7]. Subsequent high-throughput genome-
wide association studies (GWASs) have highlighted the importance of non-HLA genes in
the pathogenesis of RA [7-9]. As of the time of writing this article, three recent GWASs
have identified 124 risk loci with RA, involving 69,825 patients and 330,798 adjusted
controls [10-12].

The majority of these 124 loci are associated with general cellular and inflammatory
processes. However, among these genes, only one, the autoimmune regulator (AIRE) is
specifically linked to a neonatal immunologic event. Its crucial role is to suppress the
autoimmune potential in neonates [13]. The AIRE gene’s coding sequence is located in
the 21g22.3 chromosomal region with 14 exonic and 13 intronic regions. It encodes a
540-amino-acid transcription factor known as the autoimmune regulator (AIRE). This
regulator is primarily produced in the thymic medulla and is localised in the nucleus of
medullar thymoepithelial cells (mTECs). Its primary and crucial function is to eliminate
autoimmune thymocytes from the repertoire by producing tissue-restricted antigens (TRAs)
during promiscuous gene expression (pGE) [13-17]. The central role and expression of
AIRE gradually disappear by the post-adolescent involution of the thymus, indicating its
crucial role only in the neonatal period.

In the existing literature, the precise biological origin of RA has remained elusive.
Thus, we aim to shed light on the early onset of the disease, suggesting neonatal self-
tolerance as a potential premature contributor to RA. This suggests that the disease may
start in the neonatal period.

AIRE comprises five functionally important structural domains from the N- to C-
termini. These include the homogeneously staining region (HSR) or caspase-activation
and recruitment domain (CARD), which are responsible for caspase activity during apop-
tosis and for controlling the connection with binding partners. The nuclear localisation
signal (NLS) is recognised by specific importins. The SAND (Sp100 AIRE NucP41/75
and DEAF) domain contains a DNA-binding sequence for mTECs and has transcrip-
tional characteristics that determine the production of TRAs. Additionally, two plant
homeodomain (PHD1 and PHD?2, respectively) proteins are isolated by one proline-rich
region (PRR). These domains epigenetically interact with unmethylated histone H3 lysine
4 (H3K4) and DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) and activate gene transcription,
respectively [13-15,18,19]. Moreover, four LxxLL motifs are encased between the N- and
C-termini, where their role is to interact with CREB-binding protein (CBP) and signal
transducers and activators of transcription (STAT) partners [19].
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Over 100 nonsense, frameshift, and missense mutations have been identified in AIRE
protein coding sequences. These mutations lead to autoimmune polyendocrine syndrome
type 1 (APS-1), also known as autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal
dystrophy (APECED) (OMIM #240300). APS-1 is characterised by multi-organ, gener-
alised deterioration attributed to the failure to eliminate self-reactive T-cells during early
immunologic development [19,20].

Research studies using K/BxN mouse models of RA have provided evidence sup-
porting the role of central tolerance in the development of RA. This indicated that a low
presentation of self-antigens may lead to the synovial percolation of autoreactive CD4+
type 1 T helper (Th) 1, Th2, Th17, and regulatory T cells (Treg) in the late, destructive
stage of RA [5,21,22]. The association between negative selection and single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) in AIRE was first described by an in vivo study in which AIRE-
655R (rs117557896) and AIRE-230Y (rs751032) were detected [23]. The study demonstrated
that the haplotypes AIRE-655G and AIRE-230T dramatically reduced AIRE transcription,
influenced negative selection, and, therefore, elevated the risk of autoimmunity [23]. Albeit
the growing scientific interest in AIRE, only a small number of studies have associated
autoimmune disease susceptibility to allelic polymorphisms in AIRE, including vitiligo [24],
alopecia areata [25], Addison’s disease [26], systemic sclerosis [27], autoimmune thyroidi-
tis [27], and melanoma [28]. Among most molecular epidemiological studies, RA has been
associated with AIRE SNPs [29]. In order to comprehensively address the allelic polymor-
phisms in AIRE, associated with RA in Asian populations, we performed a meta-analysis
with rs2075876 and rs760426 [30]. To date, only one study has investigated AIRE SNPs
in a Spanish population, analysing allelic frequencies [31]. The SAND domain caught
our attention due to its perceived importance in binding AIRE and its partners to mTEC
DNA, as well as in protein—protein interactions that play a role in determining the negative
selection of central tolerance through the transcriptional expression of TRAs [32]. Our
study’s primary aim was to assess the relationship between AIRE and RA using five differ-
ent genetic models (allelic, dominant, recessive, codominant heterozygous, codominant
homozygous, and overdominant) in order to establish risk associations and associated
clinical phenotypes.

2. Materials and Methods
2.1. Inclusion and Exclusion Criteria of Variations

We performed a multistep preliminary selection method to separate the variations of
interest from copy number variations (CNVs), point mutations, insertions, and deletions
(indels). UCSC Genome Browser (GRCh38 assembly) and Ensembl automatic annotation of
the human genome sequence (GRCh38.p14) were used as human genome databases [33,34].

The inclusion criteria were set with the utmost thoroughness, requiring the global
minor allele frequency (MAF) to be between the values of 0.01 and 0.5 and the variation to
be present in at least one of the following databases: NCBI dbSNP, 1000 Genomes Project
Phase III (including the HapMap project), NHLBI Trans-Omics for Precision Medicine
(human only), NHLBI GO Exome Sequencing Project (human only), Genome Aggregation
Database (human only), and Exome Aggregation Consortium (human only) [35-39]. Some
variations presented global MAF between 0.01 and 0.5. Still, when we scrutinised the allele
frequencies in subpopulations of European (EUR) and Utah residents with Northern and
Western European ancestry (CEU), MAF was lower than 0.01, which raised the probability
of detection failure in our study population. Therefore, we excluded those variations due
to low detection probability.

2.2. Ethical Approval

Our analytical case-control study was conducted following the guidelines of the
Declaration of Helsinki. Our protocol was also approved by the Secretary of the Medical
Research Council, Scientific and Research Ethics Committee of Hungary (protocol numbers
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11871-7/2018/EUIG on 24 April 2018 and 57142-5/2022/EUIG on 8 November 2022).
Informed consent was obtained from all subjects.

2.3. Study Subjects

Individuals receiving outpatient or inpatient care at the Harkany Thermal Rehabil-
itation Centre and St. Andrew Hospital for Rheumatology of Héviz formed the study
population of RA patients and controls, and we successfully included a total of 592 in-
dividuals. Voluntary participants received our study description sheet and gave their
informed consent. Whole blood samples were consecutively collected in 4 mL citrate tubes
after patients” admission and stored at —75 °C. The patients in the RA study group were
required to be older than 18, sign a consent statement, and have clinically diagnosed RA,
based on the American College of Rheumatology classification, to be included [40]. Patients
with concomitant autoimmune pathology in their past medical history, such as Sjogren’s
syndrome, psoriasis, and systemic sclerosis, were excluded from the further analysis to
lower the probability of confounding effects of autoimmune diseases other than RA. We
finally included 270 patients in the RA group. For the control study group, we required
subjects to be older than 18, to sign a consent statement, to not have symptomatic RA, based
on the American College of Rheumatology classification, and to not have any autoimmune
manifestation recorded in their medical history. The mean age of RA symptomatological
onset is 65 years; therefore, to minimise the probability of latent cases among controls, we
included participants aged 75 or older [1]. Furthermore, levels of C-reactive protein (CRP)
lower than 20 mg/dL and rheumatoid factor (Rf) lower than 25 IU/mL IgG were necessary
for inclusion in the control group, and we successfully included 322 subjects [41].

2.4. Assessment of Clinical Parameters

Complete blood count, cholesterol profile, blood sugar profile, erythrocyte sedi-
mentation rate (ESR), CRP, sodium, potassium, urea, creatinine, glutamate-oxaloacetate
transaminase, glutamate-pyruvate transaminase, gamma-glutamyl transferase, alkaline
phosphatase, lactate dehydrogenase, creatine kinase, protein albumin, magnesium, phos-
phorus, and serum bilirubin levels were thoroughly assessed. To ensure the seropositivity
of patients with RA and the seronegativity of healthy controls, we determined levels of Rf,
aCCP, and antinuclear antibodies [42,43]. Based on the aforementioned clinical parameters
and diagnostic criteria, functional status was calculated for each subject with RA by disease
activity score with 28-joint counts (DAS28) and functional independence measure (FIM) [44].
To determine ESR, the Westergren method was applied to measure C-reactive protein (CRP)
and Rf (IgG). Konelab Arena 20XT Clinical Chemistry Analyzer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) was used, following the manufacturer’s recommendations [45]. All
of the abovementioned basic laboratory tests, including ESR and CRP in addition to Rf,
were performed at the Harkany Thermal Rehabilitation Centre. Immunoscan CCPlus
enzyme-linked immunosorbent assay kit (Svar Life Sciences, Malmo, Sweden) was used
to determine aCCP levels at the Department of Immunology and Biotechnology, Medical
School, University of Pécs, Hungary, according to the manufacturer’s protocols.

2.5. DNA Extraction

Genomic DNA of patients with RA and controls was isolated using 0.5 mL whole
blood lysed with 1 mL DNAzol BD reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
following the manufacturer’s instructions. The precipitation of genomic DNA (gDNA)
was performed at room temperature with 0.4 mL isopropanol for 5 min, and then the
sample was centrifuged. After the supernatant was removed, the pellet was first washed
with 0.5 mL DNAzol BD reagent, subsequently followed by a second wash with 1 mL
75% ethanol. Dried genomic DNA was dissolved in 200 pL Tris-EDTA buffer and quantita-
tively measured using NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Per
reaction, 20 ng gDNA was used for quantitative real-time PCR (qPCR).
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2.6. Genotyping AIRE Variants

Purification of gDNA was subsequently followed by multiplex qPCR testing. Samples
of patients with RA and controls were genotyped using TagMan technology. To perform
accurate discrimination, we used Minor Groove Binder (MGB) TagMan® Assays (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in which MGB at the 3’ ends of the probe increased
the melting temperature, therefore stabilising probe—target hybrids. MGB TagMan probes
are significantly shorter than traditional probes, enabling these probes to better and more
accurately discriminate between highly homologous allele sequences. Assays use one
primer pair, a VIC dye-labelled probe (530 nm yellow channel) that detects the Allele 1
sequence and an FAM dye-labelled probe (470 nm green channel) that detects the Allele 2
sequence. Samples with signals only in VIC or FAM channels are homozygous for the given
sequence, while samples with signals in both channels are considered heterozygous for the
analysed SNP site. Quality-checked and functionally tested Tagman assays were utilised
for rs878081 (assay ID: C___2978265_10), rs1003854 (assay ID: C___9480542_10), rs2075876
(assay ID: C__15863141_20), rs1055311 (assay ID: C___9480540_20), and rs1003853 (assay
ID: C___2978264_1_) (catalogue 4351379). As per our protocol, 9 pL template gDNA
(20 ng) was mixed with 1 uL. TagMan® Assay and 10 uL. TagMan Genotyping Master Mix
(catalogue 4,371,357) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) to a total volume of
20 pL. Fluorescence intensity was detected in both FAM and VIC channels in the Rotor-Gene
3000 thermal cycler (Corbett Life Science, Qiagen, Crawley, UK) with its software Rotor-
Gene 6 v6.1 for which the protocol was as follows: 10 min at 95 °C for AmpliTaq Gold®
DNA Polymerase, UP enzyme activation, and 43 cycles of denaturation and synthesis (15 s
at 95 °C for DNA denaturation, 1 min at 60 °C for annealing and extension). Assessment of
allelic discrimination was conducted using Rotor-Gene 6000 v1.7 software (Corbett Life
Science, Qiagen, Crawley, UK). Spectra of each sample were reviewed by visual inspection
to confirm genotype assignment. The final call rate for genotyping was 100%.

2.7. Statistical Analyses

Clinical characteristics as continuous variables are represented as mean + standard
deviation (SD). Levene’s test was applied to analyse the equality of variances. Furthermore,
the Shapiro-Wilk test was used to determine normality. Independent-sample t-tests and
analysis of variance were used to compare groups for continuous variables. Non-normally
distributed variables were compared by their medians, and Mann-Whitney U and Kruskal-
Wallis H tests with two-tailed significance were used. To compare the significance of
sex distributions among males and females, the one-sample Kolmogorov—Smirnov test
was applied. Linkage disequilibrium (LD) was evaluated by Lewontin’s ‘D’, in which
LD structure was constructed using Haploview software (version 4.2) [46,47]. Expected
genotype frequencies were calculated based on Hardy—-Weinberg equilibrium (HWE), and
the difference with observed frequencies was statistically compared with non-parametric
chi-square tests to see how well our observed frequencies fit the expected frequencies
according to the HWE. To test the association between genotype and allele frequencies with
RA, odds ratios (OR) with 95% confidence interval (CI) were calculated by binary logistics
in which p-value less than 0.05 determined the statistical significance in allelic, codominant
homozygous, codominant heterozygous, dominant, recessive, and overdominant genetic
models. Bivariate correlation was applied with the Pearson correlation coefficient and
two-tailed significance to determine the correlation between genotype frequencies and
clinical characteristics. IBM SPSS software (version 28.0, IBM Company, Armonk, NY, USA)
was used for statistical analyses.
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2.8. Analysing the Effects of Variants on Regulatory Binding Motifs

To estimate the outcomes of allelic variants on AIRE expression in silico, we used
HaploReg v4.2 databases [47]. Allele-specific affinity to transcription factor binding motifs
was determined by using the logarithm of the odds (LOD) values of reference (ref) and
alternative (alt) sequences [48]. When a positive result is provided by the subtraction of
LOD (ref) from the LOD (alt) value for the alternative sequence, the predicted relative
affinity is higher, suggesting that the alternate sequence binds the regulatory transcriptional
factor with higher affinity than that of the reference sequence [48].

3. Results
3.1. Preliminarily Included Variations

In the UCSC Genome Browser and Ensembl automatic annotation system, our scope
was restricted to the AIRE gene sequence (HGNC Symbol; Acc: HGNC:360), which resides
in the 21q22.3 chromosomal region between 44,285,838 and 44,298,648 on the forward
strand [33,34]. Without restrictions, we identified 23,023 variations. After adjusting the
global MAF to 0.01-0.5, we detected 68 SNPs with at least one representation in NCBI
dbSNP, 1000 Genomes Project Phase III (including the HapMap project), NHLBI Trans-
Omics for Precision Medicine (human only), NHLBI GO Exome Sequencing Project (human
only), Genome Aggregation Database (human only), and Exome Aggregation Consortium
(human only) [35-39]. Following our exclusion criteria, we eliminated 24 SNPs with an
MAF lower than 0.01 from the EUR and CEU subpopulations to avoid low chances of allelic
discrimination; therefore, 44 variations were shortlisted in the 44,285,838-44,298,648 region.

Out of the 14 exons in AIRE, Exon 5 and Exon 6 encode the SAND structural domain
in particular, which is responsible for binding AIRE and its partners to mTECs” DNA
and further governing the pGE of TRAs by protein—protein interactions with CBP [32].
Mutations in SAND-encoding Exon 5 and Exon 6 and the splice site between them of Intron
5 cause autoimmune APECED [49-52]. In light of the importance of the SAND region
in negative selection and autoimmunity, our scope of interest included the analysis of
SNPs in Exons 5-6. Consequently, we chose the loci of rs878081 in Exon 5 and rs1055311
in Exon 6. Furthermore, we examined their strongly linked intron variants, including
rs1003853, rs2075876 in Intron 5, and rs1003854 in Intron 7, respectively, to clarify the
possible association of alleles and genotypes with RA and the clinical characteristics of
patients. The positions of the two exon and three intron variations in AIRE and the resultant
domains of AIRE are demonstrated in Figure 1. The five selected loci are on one strongly
linked haplotype block with ‘D’ values ranging between 0.977 and 1.000. The linkage map
is illustrated in Figure 2.

AIRE
Scale 5 kb| | hgas
chr21: | 44,287,000 44,288,000 44.280,000 44,290,000 44,291,000 44,202,000 44,203,000| 44,204,000 44,295,000 44,296,000 44,297,000 44,298,000|
GENCODE V44 (4 items filtered out)
AIREL passl B5s ans | L -1 | L] B i | i ressns ]
UniProt Domains
HSR B+ SAND =] zinc finger o] zinc finger -]

Zinc finger PH... |
table browser query on dbSnp155Comman
rs878081 | rs1055311 |
rs1003853 | rs1003854 |
rs2075876 |

Figure 1. Exonic and intronic coding sequences in AIRE (GENCODE V44), domains of AIRE protein
(UniProt domains), and positions of the five loci (table browser query on dbSnp155Common generated
by UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)). See https:/ /genome.ucsc.edu/index.html
(accessed on 25 March 2024) [33].
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Figure 2. Positions of the five loci on the LD map and Lewontin’s ‘D’ values. The dark red colour
indicates high LD, and blocks without numbers indicate the maximum LD value with ‘D’ =1
(Species: Human; Assembly: GRCh38.p14; Region Lookup: 21:44285838-44298648). LD, linkage
disequilibrium [46,47].

3.2. Characteristics of Study Populations

Our total population includes 592 individuals, 270 patients with RA, and 322 healthy
controls. Among these, 100-100 participants were preliminarily investigated in our pilot
study for allelic polymorphisms rs878081 and rs1003854 to see their tendencies of MAFs
and to test our genotyping workflow and chances of detectability [50]. From then on, we
formed two groups as follows: Group 1 was the total population with 270 RA patients
and 322 controls for the rs1003853, rs2075876, and rs1055311 loci; and Group 2 had 170 RA
patients and 222 controls, which was the subpopulation of Group 1 for rs878081 and
rs1003854 because the results for 100 RA patients and 100 controls of rs878081 and rs1003854
from the total population in Group 1 had already been published. The characteristics of each
study group can be seen in Table 1. The mean age of the RA patients was 65.47 £ 9.85 years
and 65.53 & 9.89 years, with 84.0% and 85.5% females in Groups 1 and 2, respectively. The
distribution of females was significantly higher than that of males in the RA and control
groups [1]. The participants in our total population were all born in Hungary. Their ESRs,
CRPs, Rfs, and aCCPs were significantly higher at p < 0.001 in all of the RA groups with
seropositivity values of 60.7% and 71.1%, respectively, and seronegativity values for control
Groups 1 and 2 of 90.0% and 84.2%, respectively. Our RA groups seemed to be strongly
positive with aCCP levels of 590.69 £ 947.96 and 596.27 & 1003.71 U/mL and demonstrated
a highly active disease (>5.1) with DAS28 values calculated as 5.35 & 1.20 and 5.44 £ 1.12
for Groups 1 and 2, respectively.

Table 1. Clinical characteristics of study populations.

Group 1 Group 2
Characteristics Patients with RA Control Subjects Patients with RA Control Subjects
(n = 270) (n=322) (n =170) (n = 222)
Age (years), mean & SD 65.47 £9.85° 78.66 £ 5.86 65.53 +9.89 4 77.53 £ 6.03
Sex
Female, no. (%) 227 (84.0) 252 (78.2) © 142 (83.5) ¢ 184 (82.8) f
Male, no. (%) 43 (15.9) 70 (21.7) 28 (16.4) 38 (17.1)
ESR (mm/h), mean = SD 39.52 + 25212 17.87 + 12.81 39.09 + 26.04 9 19.02 + 13.82

(normal range: 3-13 mm/h)




Biology 2024, 13, 439 8 of 17

Table 1. Cont.

Group 1 Group 2
Characteristics Patients with RA Control Subjects Patients with RA Control Subjects
(n =270) (n =322) (n =170) (n=222)
CRP (mg/dL), mean + SD 29.79 + 29.88 2 7.10 + 6.80 3036 4+ 30.34 9 753 + 8.03
(normal range: 0-10 mg/dL)
RE (IgG) (IU/mL), mean + SD 118.80 + 126,63 ° 13.49 + 555 104.71 + 113,31 4 1441 + 1375

(normal range: 0-15IU/mL)
aCCP (U/mL), mean + SD
(normal range: <20.0 U/mL;
weak positivity: >20.0-39.0 U/mL; 590.69 + 947.96 2 4.56 +2.29 596.27 4 1003.71 4 4.55 £ 1.66
moderate positivity: >39.0-59.0 U/mL;
strong positivity: >59.0 U/mL)

Seropositive, no. (%) 164 (60.7) 121 (71.1)

Seronegative, no. (%) 23 (8.5) @ 290 (90.0) 33 (19.4) 4 187 (84.2)
Without serology (%) 83 (30.8) 32(10.0) 16 (9.5) 35(15.8)
DAS28, mean + SD

(disease remission: <2.6;
low: >2.6-3.1; 535+ 1.20 - 544 +1.12 -
moderate: >3.1-5.1;
high: >5.1)

Group 1: total population; Group 2: subpopulation of the total; aCCP: anti-cyclic citrullinated peptide; CRP:
C-reactive protein; DAS28: disease activity score with 28-joint counts; ESR: erythrocyte sedimentation rate; RA:
rheumatoid arthritis; Rf: rheumatoid factor; SD: standard deviation; ®: p < 0.001 compared with control subjects in
Group 1;?: p < 0.001 compared with RA males in Group 1; ©: p < 0.001 compared with control males in Group 1;
d: p <0.001 compared with control subjects in Group 2; ¢: p < 0.001 compared with RA males in Group 2; f: p < 0.01
compared with control males in Group 2.

3.3. Results of HWE Analysis

The statistical significance levels of the difference between the expected and observed
genotype frequencies in Group 1 for rs2075876, rs1055311, and rs1003853 among the RA
patients were p = 0.916, p = 0.985, and p = 0.715, respectively. Those of the controls were
p =0.627,p = 0.899, and p = 0.503, respectively. In Group 2 for rs878081 and rs1003854, the
statistical significance levels of the difference between the expected and observed genotype
frequencies for each SNP among the RA patients were p = 0.991 and p = 0.995, respectively.
Those of the controls were p = 0.870 and p = 0.658, respectively. Non-parametric chi-square
tests demonstrated that the expected genotype frequencies fit well with the observed
frequencies, following the HWE. Therefore, our study population is free from selection
bias, non-random sampling, and the accumulation of relatives.

3.4. Allelic Polymorphisms in Exon 5 and Intron 5 and 7 Are Associated with RA Risk

To clarify significant associations between allelic and genotype frequencies and RA,
allelic, codominant homozygous, codominant heterozygous, dominant, recessive, and
overdominant genetic models were utilised for the 592 individuals and their 1184 alleles [51].
Among the five loci, the C-allele of SAND coding rs878081 on Exon 5 demonstrated
firstly a significant association with RA risk under the allelic model (OR = 1.48, 95%
CI 1.05-2.09, p = 0.023). The genotype frequency of CC homozygote RA patients was
significantly higher and associated with RA risk under the recessive model in contrast
with CT heterozygotes and TT homozygotes (OR = 1.64, 95% CI 1.09-2.48, p = 0.01). In the
overdominant model, the CT genotype was negatively associated with RA risk, contrasting
with the subpopulation of TT and CC homozygotes (OR = 0.64, 95% CI 0.42-0.97, p = 0.037).
Supplementary Figures S1 and S2 show the allelic discrimination results of signals in VIC™ or
FAM™ channels of rs878081 for the RA patients and controls.

Our study revealed a significant association between the intronic variation in rs1003853
in Intron 5 of AIRE and RA risk. Analysing the frequencies of 1184 alleles, we found that
the C-allele was significantly more represented among the RA alleles than the alleles of the
controls (OR = 1.33, 95% CI 1.01-1.74, p = 0.037). Interestingly, the CC homozygosity of
rs1003853 was positively associated with RA risk by genotype frequency, with significantly
higher odds for the RA patients than those for the controls in the recessive genetic model
(OR =1.618, 95% CI 1.16-2.25, p= 0.004). The overdominant model, however, suggested a
negative association with RA risk (OR = 0.59, 95% CI 0.42-0.82, p= 0.002).
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In the sequence of Intron 7 of AIRE, rs1003854 was the next locus where the odds
of the T-allele were significantly higher for the RA alleles compared to those for the C-
allele (OR = 1.52, 95% CI 1.08-2.12, p = 0.014). In the recessive model, TT homozygosity
was significantly more frequent in the patients with RA than those with the TC and CC
genotypes compared with the healthy controls (OR = 1.72, 95% CI 1.15-1.44, p = 0.008). In
the overdominant model, heterozygotes were significantly overrepresented in the controls
compared to in the RA cases (OR = 0.63, 95% CI 0.42-0.96, p = 0.034). The allele and
genotype frequencies, as well as the results of our bivariate logistic regression associating
rs878081, rs1003854, and rs1003853 with RA, are presented in Table 2. The association results
of rs2075876 and rs1055311 with RA are published in Supplementary Tables S1 and S2.

Table 2. Allele and genotype frequencies, as well as association of RA with allelic polymorphisms
rs878081, rs1003853, and rs1003854 in AIRE.

AIRE rs878081 RA Control Subjects o a
(Exon 5) n =170 (%) n =222 (%) OR (95% CI) p
Alleles
T 66 (19.4) 117 (26.4)
C 274 (80.6) 327 (73.6) 1.48 (1.05-2.09) 0.023*
Genotypes
T 7 (4.1) 13 (5.9)
CT 53 (31.2) 92 (41.4) 1.07 (0.40-2.84) 0.892
cC 110 (64.7) 117 (52.7) 1.74 (0.67-4.53) 0.253
Dominant model
T 7 (4.1) 13 (5.9)
CC+CT 163 (95.9) 209 (94.1) 1.44 (0.56-3.71) 0.441
Recessive model
CT+TT 60 (35.3) 105 (47.3)
cC 110 (64.7) 117 (52.7) 1.64 (1.09-2.48) 0.017*
Overdominant model
CC+TT 117 (68.8) 130 (58.6)
CT 53 (31.2) 92 (41.4) 0.64 (0.42-0.97) 0.037 *
AIRE rs1003853 RA Control subjects o a
(Intron 5) n =270 (%) n =322 (%) OR (95% CI) P
Alleles
T 116 (21.5) 172 (26.7)
C 424 (78.5) 472 (73.3) 1.33 (1.01-1.74) 0.037 *
Genotypes
T 15 (5.6) 16 (5.0)
CT 85 (31.5) 141 (43.8) 0.64 (0.30-1.36) 0.251
cC 170 (63.0) 165 (51.2) 1.09 (0.52-2.29) 0.802
Dominant model
T 15 (5.6) 16 (5.0)
CC+CT 255 (94.4) 306 (95.0) 0.88 (0.43-1.83) 0.750
Recessive model
CT+ 1T 100 (37.0) 157 (48.8)
cC 170 (63.0) 165 (51.2) 1.618 (1.16-2.25) 0.004 *
Overdominant model
CC+TT 185 (68.5) 181 (56.2)
CT 85 (31.5) 141 (43.8) 0.59 (0.42-0.82) 0.002 *
AIRE rs1003854 RA Control subjects o a
(Intron 7) n=170 (%) n=222 (%) OR (95% CI) r
Alleles
C 69 (20.3) 124 (27.9)
T 271 (79.7) 320 (72.1) 1.52 (1.08-2.12) 0.014 *
Genotypes
cC 6(3.5) 13 (5.9)
TC 57 (33.5) 99 (44.6) 1.34 (0.48-3.69) 0.567
T 106 (62.4) 109 (41.1) 2.10 (0.77-5.74) 0.146
Dominant model
cC 6(3.5) 14 (6.3)
TC+TT 164 (96.5) 208 (93.7) 1.84 (0.69-4.89) 0.222
Recessive model
TC + CC 63 (37.1) 112 (50.5)
TT 107 (62.9) 110 (49.5) 1.72 (1.15-1.44) 0.008 *
Overdominant model
CC+TT 113 (66.5) 124 (55.9)
TC 57 (33.5) 98 (44.1) 0.63 (0.42-0.96) 0.034 *

CI: confidence interval; OR: odds ratio; RA: rheumatoid arthritis. p ?: significance of binary logistic regression;
*
p < 0.05.
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3.5. Bivariate Correlation and Association of Clinical Parameters with Genotypic Subgroups of
Different Genetic Models in Patients with RA and Control Subjects

Our study was intended to statistically analyse clinical parameters (ESR, CRP, Rf,
aCCP, and DAS28) in the codominant homozygous, codominant heterozygous, dominant,
recessive, and overdominant genetic models in subpopulations of RA patients and controls
to provide possible evidence of differences between them in terms of clinical parameters
and genotypes.

Among their clinical features, the clinical parameter ESR was able to characterise RA
activity well by its significant positive correlation with DAS28 (p = 0.013) in the total RA
population. Therefore, we decided to stratify the RA population based on codominant
homozygous and heterozygous, dominant, recessive, and overdominant genetic models
to see if there were further correlations and associations between genotypic subgroups
and clinical parameters. Among the RA patients, statistically significant differences were
found in the recessive model of rs878081, in which CC homozygotes presented significantly
higher mean ESR levels (p = 0.027) compared with the TT + CT subpopulation. For
the Pearson bivariate correlation, the ESR was shown to be significantly correlated with
CC homozygotes (p = 0.023, r = 0.190); furthermore, with a binary logistic regression,
a significant association (OR = 1.01, 95% CI 1.002-1.032, p = 0.026) was found. With
592 subjects, Group 1 demonstrated significantly higher aCCP levels among the 270 RA
patients in the codominant heterozygous and dominant model of the rs1055311 locus
(p = 0.028 and 0.044, respectively). Furthermore, our correlation analysis of the CT and CC
genotypes revealed a significantly positive correlation of heterozygotes with significantly
higher aCCP levels (r = 0.255, p = 0.036), suggesting a genotype-determined disease activity.
The results of our subgroup analyses are demonstrated in Tables 3 and 4.

Table 3. Correlation and association of ESR levels with genotype subgroups in five different genetic
models of rs878081 in AIRE.

AIRE rs878081

Patients with RA Control Subjects

(Bon? ESR v Conetaton b 5% D v ESR re Conetaton e 5D rf
Genotype
T 24.25 4 13.50 16.69 4 13.11
X - 1.02
cr 3316 +23.37 0599 0.10 0458 096108) 0454 2173 4 1496 0147 011 0255 ©097108) 0259
cc 27742711 0196 013 0179 (095209) 0196 17.33 +12.79 0708 001 086 0905 0863
Dominant
T 2425 +13.50 1669 % 13.11
cc+CT 39.52 4 26.22 0.295 0.09 0.24 (09?7'?_13.09) 0.262 19.18 +13.88 0.391 0.04 0.530 (()_916f]]1A06) 0.530
Recessive
TT +CT 32.46 +22.79 21.04 £ 14.76
R . 1.01 R - X
cc 277 +27.11 0.027 019 0023 (1001.09) 0026 17.33 41279 0.063 ~013 0.054 096-1.00) 0980
Overdominant
TT + CC 42.00 + 26.90 17.26 +12.77
098 . - . ) .
cr 33.16 + 23.37 0059 ~016 0.056 QS7-100) 0059 2173 + 149 0.020 015 0023 (100108 0.025
ESR: erythrocyte sedimentation rate; OR: odds ratio; RA: rheumatoid arthritis; SD: standard deviation; ESR levels
were expressed as mean + SD; p 2 significance of differences in ESR levels in patients with RA; p P: significance of
Pearson correlation in genetic subgroups and ESR levels in patients with RA; p ©: significance of bivariate logistic
regression of genetic subgroups and ESR levels in patients with RA; p 9: significance of differences in ESR levels in
healthy controls; p ©: significance of Pearson correlation in genetic subgroups and ESR levels in healthy controls;
p ! significance of bivariate logistic regression of genetic subgroups and ESR levels in healthy controls; *: p < 0.05.
Table 4. Correlation of aCCP levels with genotype subgroups in five different genetic models of
rs1055311 in AIRE.
Patients with RA Control Subjects
AIRE rs1055311 P P
(Exon 6) a earson b c earson d
accp b Correlation r accp P Correlation r
Genotype
TT 213.23 £ 258.53 444 £243
CT 725.33 £ 998.49 0.028 * 0.25 0.036 * 4434232 0.950 —0.001 0.997
CcC 591.51 4 999.63 0.093 0.16 0.116 4.83 £2.26 0.779 0.06 0.679
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Table 4. Cont.
Patients with RA Control Subjects
AIRE rs1055311 P P
a earson b ¢ earson d
(Exon 6) acce P Correlation ¢ acce P Correlation ¢
Dominant
TT 213.23 + 258.53 444 +243
CC+CT 644.19 + 997.37 0.044 * 0.15 0.071 462 +2.29 0.918 0.02 0.843
Recessive
TT +CT 589.77 + 893.25 443 +231
CC 591.51 + 999.63 0.982 0.001 0.991 4.83 +2.26 0.187 0.085 0.403
Overdominant
TT + CC 519.84 + 917.72 4.77 £2.26
CT 725.33 £+ 998.49 0.157 0.103 0.216 443 +232 0.209 —0.07 0.467
aCCP: anti-cyclic citrullinated peptide; RA: rheumatoid arthritis; SD: standard deviation; aCCP levels were
expressed as mean + SD; p ?: significance of differences in aCCP levels in patients with RA; p P: significance of
Pearson correlation in genetic subgroups and aCCP levels in patients with RA; p : significance of differences in
aCCP levels in healthy controls; p ¢: significance of Pearson correlation in genetic subgroups and aCCP levels in
healthy controls. * p < 0.05.
3.6. Allele-Specific Affinity to Transcriptional Factor Binding Motifs
In the SAND domain, rs878081 on Exon 5 and rs1055311 on Exon 6 are synonymous
polymorphisms that are not structural, but alterations in transcription may be associated
with different alleles. To clarify the possible transcriptional consequences on alleles specifi-
cally, we performed an in silico analysis of the affinity of transcription factor binding motifs
using HaploReg v4.2, in which we tested the four loci that seemed to be associated with RA
risk and clinical parameters such as ESR and aCCP levels [48]. The database predicted two
important motif-binding sites for nuclear factor-kappa B (NF-«B) and GATA transcription
factors for the rs878081 and rs1003854 loci, respectively. GATA is a family of zinc-finger
proteins with the ability to bind the consensus DNA sequence (T/A)GATA(A/G). The
calculated LOD scores for affinity to regulatory motifs were +2 for the rs878081 T-allele
and +1 for the rs1003854 C-allele, demonstrating a higher affinity of binding with the
aforementioned transcriptional factors by alternate sequences of the rs878081 T-allele and
rs1003854 C-allele, respectively. Furthermore, a higher affinity to bind to NF-«B was also
predicted for the alternate rs1055311 T-allelic polymorphism with a +11.1 LOD score. Our
results are demonstrated in Table 5.
Table 5. Regulatory motifs altered at rs878081, rs1003854, and rs1055311.
Position Weight LOD Value of LOD Value of
Locus Ref Alt Matrix ID Strand Ref Alt
rs878081 C T NF-kappaB_known4 + 12.5 14.5
rs1003854 T C GATA_disc3 + 12.2 13.2
rs1055311 C T NF-kappaB_disc2 + 1.7 12.8

Ref: Reference allele; Alt: Alternative allele; LOD: logarithm of the odds; Available online: https://pubs.
broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php (accessed on 25 March 2024) [47,48].

4. Discussion

RA is a multifactorial autoimmune disease in which endo- and exogenous events
contribute to the disease’s initiation [52]. Three of the latest GWASs have associated RA
with specific loci posing a genetic risk, such as AIRE, which play a role in regulating
immunological self-tolerance to ensure a healthy adaptive immune system. Postnatally,
in a thymic environment, the thymocyte repertoire first undergoes an education against
self-reactivity by central tolerance. Following this, peripheral organs further refine and
eliminate potentially autoimmune T-cells through a process known as clonal deletion [53].
Central tolerance involves three checkpoints. The first is the 3-selection, in which abnormal
thymocytes with incorrectly assembled TCRs are removed [53]. The subsequent second
checkpoint is the positive selection still in the cortex, where thymocytes are neglected if
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they are unable to recognise major histocompatibility complex (MHC) epitopes on cortical
myoepithelial cells (ECs) [53]. Upon reaching the medulla, surviving thymocytes undergo
negative selection at the final checkpoint [53]. At this stage, mTECs epigenetically express
a diverse range of unique gene clusters, generating TRAs to mirror the immunologic “self”
with the highest presentation from all parenchymal organs (such as the heart, stomach,
bone, CNS, liver, and intestine) [53]. This phenomenon has been denoted as pGE, whereby
AIRE binds to the DNA of mTECs by its SAND domain and regulates the expression
of many downstream genes in clusters by binding their promoter or enhancer regions,
ubiquitously and promiscuously synthesising TRAs as self-epitopes which are presented
on MHC/HLA molecules of mTECs [53,54]. Incoming T-cells are immediately selected
and clonally deleted if their TCRs recognise and interact with self-epitopes of mTECs
because they seem to be autoimmune; moreover, medullar cells are also stopped due to
apoptosis [53,54]. Binding AIRE to mTEC’s DNA is an essential step to establish a self-
tolerant, mature T-cell repertoire. The DNA-binding SAND-domain coding region of AIRE
plays an equally essential role in this process. Intronic and Exon 5 and 6 mutations in
the SAND-domain coding sequence contribute to disrupted central tolerance, resulting in
different forms of APECED [55-58].

The association of allelic polymorphisms and RA risk was initially identified in Asian
populations, particularly in Japanese GWASs. In these study, it was found that rs2075876
and rs760426 were significantly associated with RA risk, with p-values of 5.1 x 10~* and
2.0 x 1074, respectively, among 471 SNPs [30,59-63]. Our study population accurately
reflects the European population, and it is important to note that the allele frequencies and
functions of the rs2075876 locus may differ in RA development compared to those in Asian
populations. Possibly, that is why we could not find significant associations of rs2075876
with RA.

We believe the allelic polymorphisms in the DNA-binding SAND domain of this
indispensable gene may lead to decreased AIRE expression, resulting in a diminished
representation of TRAs during negative selection and allowing self-reactive thymocytes
to evade elimination. The persistence of maturate autoreactive CD4* T-cells promotes
an environment conducive to RA, in which recruited autoimmune CD4" T-cells in the
synovium contribute to the development of inflammation by producing tumour necrosis
factor-alpha, interleukins, and other proinflammatory cytokines, leading to tissue dam-
age [64]. To associate the genetic exposure and disease endpoint part of our hypothesis, we
intended to analyse five loci, for which the allelic polymorphism of rs878081 in Exon 5 of
the SAND domain, rs1003853 in the Intron 5 splice site, and rs1003854 in the Intron 7 splice
site were associated with RA risk.

To delve further into causality, we analysed the molecular consequences of our alleles
of risk. The HaploReg database predicted that the two synonymous variations that reference
the C-alleles of Exon 5 rs878081 and Exon 6 rs1055311 have lower affinities of binding to
the DNA-binding motif of the NF-«kB family, although rs1055311 was not associated with
an RA risk but with a high level of aCCP and disease activity. NF-xB (RANK) signalling is
essential in determining central and peripheral tolerance [65]. Numerous in vivo studies
have demonstrated that RANK signaling significantly influences the expression of AIRE
in both the thymus and extrathymic tissues. This is mediated through an evolutionarily
conserved upstream NF-kB-responsive enhancer region. Studies on RANK-deficient mice
have shown a decrease in thymic AIRE expression in mTECs, leading to the development
of severe organ-specific autoimmunity. As a result, the NF-«B pathway plays a crucial
role in regulating the expression of TRAs and the CCL19, CCL21, and CCR7 chemokines,
which are responsible for facilitating the migration of thymocytes from the cortex to the
medulla. [66,67]. NF-«B binding to the DNA of mTECs seemed to be crucial to AIRE
expression. Thus, an allele-specific affinity for the transcriptional factor binding motif
may provide different expression levels of AIRE. It is suggested that having two copies
of low-affinity rs878081 C-alleles in homozygotes may genetically result in the lowest
levels of AIRE and TRA expression, potentially leading to a higher number of surviving
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mature autoreactive CD4" T-cells during development. This genetic variation may account
for the significant association of the CC genotype with an increased risk of RA in the
recessive genetic model. Within the RA population, it was observed that individuals with
CC homozygosity exhibited significantly higher levels and a positive association with ESR,
indicating disease activity. This finding supports the idea that genotype-dependent AIRE
expression may not only determine one’s risk but also influence disease activity through
clinical characteristics.

Furthermore, the T-allelic splice variant rs1003854 located in Intron 7 demonstrated
a lower affinity to bind DNA-binding motifs of the GATA family, which is essential in
the early and late stages of thymic and CD4" thymocyte development from lymphoid
progenitors [68]. In this transcriptional factor family, GATA3 governs the expression of TCR
subunits, impacting 3-selection and determining the commitment of CD4" cell lineages in
central tolerance [68]. As this allelic polymorphism is intronic, it is possible that it could
influence alternative splicing through intron-mediated enhancement, thereby affecting
AIRE expression [69]. Our research emphasizes the significance of allelic polymorphisms
in negative selection, impacting the immunologic educator mTECs, the objects of selection,
the naive thymocytes, and their TCR development and f3-selection.

The allelic and genotype frequencies of rs1055311 do not show a significant association
with RA but are correlated with aCCP levels. The allelic polymorphism may be indirectly
related to the disease through an intermediate variable, serum aCCP levels, without impact-
ing the overall RA risk. Additionally, it may influence the survival of autoreactive T-cells
that internally promote aCCP antibody production in an epistatic manner, characterising an
intermediate phenotype of the disease. It is our view that the chosen allelic polymorphisms
may impact both immunologic educators and educated sides.

Our research yields important tripartite clinical implications. Firstly, we have suc-
cessfully associated the AIRE gene, crucial for neonatal self-tolerance with the onset of
the disease. The presence of rs878081, rs1003854, and rs1003853 risk variants suggests a
potential neonatal origin of RA, offering new insights into its development. Secondarily, we
found that rs878081 and rs1055311 are genotypically associated with ESR and aCCP levels,
respectively, in an RA population, providing further evidence that the lack of neonatal
negative selection of self-reactive CD4* T-cells against citrullinated peptides may lead
to significantly higher disease activity and may explain the age-related aggregation of
citrullination and autoantibodies [70]. Thirdly, AIRE variants are suitable for assessing the
risk of RA, even in cases in which the patient is HLA-negative. Since the biological timing
of the onset of RA starts around the neonatal period, there is longer time for intervention
and monitoring. Our initial approach involves the study of AIRE, the principal regulator in
central tolerance, and its DNA-binding coding region, given its pivotal role. It is crucial to
note that TRA production relies on DNA binding. Once we achieve significant results, our
next step will involve genetically mapping additional domain coding regions and analysing
the genetics of the AIRE partners. We aim to broaden our focus beyond the medullary
centre to include the corticomedullary and cortical regions, and ultimately the peripheral
regions. Considering the intricate nature of neonatal self-tolerance, a stepwise analysis of
the involved proteins and their coding regions is imperative.

Our limited ability to significantly associate allelic polymorphisms and clinical phe-
notypes with RA risk was mainly due to constraints in our sample size. Increasing the
number of participants in our study would have significantly boosted our statistical power
and provided greater certainty about the effect size. A further limitation is the scope of
one domain coding region, SAND, whose results are not able to provide insight on AIRE.
However, a genome-wide analysis of all allelic polymorphisms in the coding regions of all
potential partners and their outcomes would not yield meaningful results without isolating
and examining each player individually. Our findings could have been greatly corroborated
with the analysis of the mRNA expression of AIRE, specifically associated with the five
loci. To fully understand the link between RA and central tolerance, as well as the role of
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AIRE partners, it is necessary to obtain further genetic association results for the remaining
11 intronic and 12 exonic coding sequences.

5. Conclusions

In conclusion, our study’s findings are based on the analysis of the AIRE coding
sequence. We have established significant associations between allelic polymorphisms
and genotypes of the SAND domain coding Exon 5 and the Intron 5 and 7 splicing sites
in relation to RA. We have also observed that the genetic subgroups of rs878081 and
rs1055311 among the cases were significantly associated and correlated with the clinical
parameters of the ESR and aCCP levels, respectively. These findings suggest a possible role
of structural domain coding regions in AIRE in the development of RA, with implications
for the potential origin of RA during neonatal self-tolerance. Moving forward, we aim to
broaden our investigation to other domains with regulatory and epigenetic elements in
order to enhance our understanding of gene function.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/biology13060439 /51, Figure S1: Result plot of allelic discrimination
test of rs878081 among RA patients. Figure S2: Result plot of allelic discrimination test of rs878081
among control subjects. Table S1: Allele and genotype frequencies, association of RA with allelic
polymorphism rs2075876 in AIRE. Table S2: Allele and genotype frequencies, the association of RA
with allelic polymorphism rs1055311 in AIRE.

Author Contributions: Conceptualization, B.B. and Z.G.; data curation, B.B., N.N. and A X.; formal
analysis, B.B. and N.N.; methodology, B.B., N.N., B.N. and Z.G; resources, B.B., Z.G., N.N. and AK,;
investigation, B.B., N.N., LP.,, ZK.,, B.N., A K. and Z.G.; validation, B.B., N.N. and Z.G.; writing-
original draft, B.B., N.N. and Z.G.; writing review and editing, N.N., LP,, BN., Z.K., AK. and Z.G.
All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research was funded by the AOK Janos Szolcsanyi Research Fund (Z.G.; Grant
Number: KA-304516) supported by the Medical School, University of Pécs, Hungary.

Institutional Review Board Statement: Our study was conducted following the guidelines of the
Declaration of Helsinki and approved by the Secretary of the Medical Research Council, Scientific
and Research Ethics Committee of Hungary (protocol numbers 11871-7/2018/EUIG as of 24 April
2018 and 57142-5/2022/EUIG as of 8 November 2022).

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in this study.

Data Availability Statement: The data presented in this study are available upon request from the
corresponding authors.

Acknowledgments: The authors express their gratitude towards the patients and control subjects
who participated in this study. They also acknowledge the diligent laboratory assistance provided by
the team at the Harkany Thermal Rehabilitation Centre and St. Andrew Hospital for Rheumatology
and Medicinal Spa of Héviz in Hungary.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest.

References

1. Finckh, A.; Gilbert, B.; Hodkinson, B.; Bae, S.C.; Thomas, R.; Deane, K.D.; Alpizar-Rodriguez, D.; Lauper, K. Global epidemiology
of rheumatoid arthritis. Nat. Rev. Rheumatol. 2022, 18, 591-602. [CrossRef] [PubMed]

2. Mclnnes, LB.; Schett, G. The pathogenesis of rheumatoid arthritis. N. Engl. |. Med. 2011, 365, 2205-2219. [CrossRef] [PubMed]

3. Sakkas, L.I.; Bogdanos, D.P,; Katsiari, C.; Platsoucas, C.D. Anti-citrullinated peptides as autoantigens in rheumatoid arthritis-
relevance to treatment. Autoimmun. Rev. 2014, 13, 1114-1120. [CrossRef] [PubMed]

4. Liu, J.; Gao, J.; Wu, Z,; Mi, L.; Li, N.; Wang, Y.; Peng, X.; Xu, K.; Wu, E; Zhang, L. Anti-citrullinated Protein Antibody Generation,
Pathogenesis, Clinical Application, and Prospects. Front. Med. 2022, 8, 802934. [CrossRef] [PubMed]

5. Mellado, M.; Martinez-Muifioz, L.; Cascio, G.; Lucas, P; Pablos, J.L.; Rodriguez-Frade, ].M. T Cell Migration in Rheumatoid
Arthritis. Front. Immunol. 2015, 6, 384. [CrossRef] [PubMed]

6.  Sokolove, J.; Bromberg, R.; Deane, K.D.; Lahey, L.J.; Derber, L.A.; Chandra, PE.; Edison, ].D.; Gilliland, W.R.; Tibshirani, R.J.;

Norris, ].M.; et al. Autoantibody epitope spreading in the pre-clinical phase predicts progression to rheumatoid arthritis. PLoS
ONE 2012, 7, €35296. [CrossRef] [PubMed]


https://www.mdpi.com/article/10.3390/biology13060439/s1
https://www.mdpi.com/article/10.3390/biology13060439/s1
https://doi.org/10.1038/s41584-022-00827-y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36068354
https://doi.org/10.1056/NEJMra1004965
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22150039
https://doi.org/10.1016/j.autrev.2014.08.012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25182207
https://doi.org/10.3389/fmed.2021.802934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35096892
https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00384
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26284069
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0035296
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22662108

Biology 2024, 13, 439 15 0f 17

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Amariuta, T.; Luo, Y.; Knevel, R.; Okada, Y.; Raychaudhuri, S. Advances in genetics toward identifying pathogenic cell states of
rheumatoid arthritis. Immunol. Rev. 2020, 294, 188-204. [CrossRef] [PubMed]

MacKay, K.; Eyre, S.; Myerscough, A.; Milicic, A.; Barton, A.; Laval, S.; Barrett, J.; Lee, D.; White, S.; John, S.; et al. Whole-genome
linkage analysis of rheumatoid arthritis susceptibility loci in 252 affected sibling pairs in the United Kingdom. Arthritis Rheum.
2002, 46, 632-639. [CrossRef] [PubMed]

Kurko, J.; Besenyei, T.; Laki, J.; Glant, T.T.; Mikecz, K.; Szekanecz, Z. Genetics of rheumatoid arthritis—A comprehensive review.
Clin. Rev. Allergy Immunol. 2013, 45, 170-179. [CrossRef] [PubMed]

Okada, Y.; Terao, C.; Ikari, K.; Kochi, Y.; Ohmura, K.; Suzuki, A.; Kawaguchi, T.; Stahl, E.A.; Kur-reeman, F.A.; Nishida, N.; et al.
Meta-analysis identifies nine new loci associated with rheumatoid arthritis in the Japanese population. Nat. Genet. 2012, 44,
511-516. [CrossRef] [PubMed]

Okada, Y.; Wu, D.; Trynka, G.; Raj, T.; Terao, C.; Ikari, K.; Kochi, Y.; Ohmura, K.; Suzuki, A.; Yoshida, S.; et al. Genetics of
rheumatoid arthritis contributes to biology and drug discovery. Nature 2014, 506, 376-381. [CrossRef] [PubMed]

Ishigaki, K.; Sakaue, S.; Terao, C.; Luo, Y.; Sonehara, K.; Yamaguchi, K.; Amariuta, T.; Too, C.L.; Laufer, V.A ; Scott, I.C.; et al.
Multi-ancestry genome-wide association analyses identify novel genetic mechanisms in rheumatoid arthritis. Nat. Genet. 2022, 54,
1640-1651. [CrossRef] [PubMed]

Mathis, D.; Benoist, C. Aire. Annu. Rev. Immunol. 2009, 27, 287-312. [CrossRef] [PubMed]

Perniola, R. Twenty Years of AIRE. Front. Immunol. 2018, 9, 98. [CrossRef] [PubMed]

Kyewski, B.; Klein, L. A central role for central tolerance. Annu. Rev. Immunol. 2006, 24, 571-606. [CrossRef] [PubMed]

Klein, L.; Kyewski, B.; Allen, PM.; Hogquist, K.A. Positive and negative selection of the T cell repertoire: What thymocytes see
(and don’t see). Nat. Rev. Immunol. 2014, 14, 377-391. [CrossRef]

Derbinski, J.; Schulte, A.; Kyewski, B.; Klein, L. Promiscuous gene expression in medullary thymic epithelial cells mirrors the
peripheral self. Nat. Immunol. 2001, 2, 1032-1039. [CrossRef] [PubMed]

Engelmann, R.; Biemelt, A.; Cordshagen, A.; Johl, A.; Kuthning, D.; Miiller-Hilke, B. The Prerequisites for Central Tolerance
Induction against Citrullinated Proteins in the Mouse. PLoS ONE 2016, 11, e0158773. [CrossRef] [PubMed]

Constantine, G.M.; Lionakis, M.S. Lessons from primary immunodeficiencies: Autoimmune regulator and autoimmune
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy. Immunol. Rev. 2019, 287, 103-120. [CrossRef] [PubMed]

Miller, C.N.; Waterfield, M.R.; Gardner, ] M.; Anderson, M.S. Aire in Autoimmunity. Annu. Rev. Immunol. 2024. epub ahead of print.
[CrossRef]

Walser-Kuntz, D.R.; Weyand, C.M.; Weaver, A.].; O'Fallon, W.M.; Goronzy, ].J. Mechanisms under-lying the formation of the T
cell receptor repertoire in rheumatoid arthritis. Immunity 1995, 2, 597-605. [CrossRef] [PubMed]

Goronzy, ].].; Weyand, C.M. Thymic function and peripheral T-cell homeostasis in theumatoid arthritis. Trends Immunol. 2001, 22,
251-255. [CrossRef] [PubMed]

Lovewell, T.R.; McDonagh, A ].; Messenger, A.G.; Azzouz, M.; Tazi-Ahnini, R. The AIRE -230Y Polymorphism Affects AIRE
Transcriptional Activity: Potential Influence on AIRE Function in the Thymus. PLoS ONE 2015, 10, e0127476. [CrossRef] [PubMed]
Tazi-Ahnini, R.; McDonagh, A.J.; Wengraf, D.A.; Lovewell, T.R.; Vasilopoulos, Y.; Messenger, A.G.; Cork, M.J.; Gawkrodger,
D.J. The autoimmune regulator gene (AIRE) is strongly associated with vitiligo. Br. J. Dermatol. 2008, 159, 591-596. [CrossRef]
[PubMed]

Wengraf, D.A.; McDonagh, A.].; Lovewell, T.R.; Vasilopoulos, Y.; Macdonald-Hull, S.P.; Cork, M.].; Messenger, A.G.; Tazi-Ahnini,
R. Genetic analysis of autoimmune regulator haplotypes in alopecia areata. Tissue Antigens 2008, 71, 206-212. [CrossRef] [PubMed]
Eriksson, D.; Bianchi, M.; Landegren, N.; Dalin, F.; Skov, J.; Hultin-Rosenberg, L.; Mathioudaki, A.; Nordin, J.; Hallgren, A
Andersson, G.; et al. Common genetic variation in the autoimmune regulator (AIRE) locus is associated with autoimmune
Addison’s disease in Sweden. Sci. Rep. 2018, 8, 8395. [CrossRef] [PubMed]

Ferrera, F; Rizzi, M.; Sprecacenere, B.; Balestra, P.; Sessarego, M.; Di Carlo, A.; Filaci, G.; Gabrielli, A.; Ravazzolo, R.; Indiveri,
F. AIRE gene polymorphisms in systemic sclerosis associated with autoimmune thyroiditis. Clin. Immunol. 2007, 122, 13-17.
[CrossRef] [PubMed]

Conteduca, G.; Ferrera, F,; Pastorino, L.; Fenoglio, D.; Negrini, S.; Sormani, M.P,; Indiveri, F,; Scarra, G.B.; Filaci, G. The role of
AIRE polymorphisms in melanoma. Clin. Immunol. 2010, 136, 96-104. [CrossRef] [PubMed]

Colobran, R.; Giménez-Barcons, M.; Marin-Sanchez, A.; Porta-Pardo, E.; Pujol-Borrell, R. AIRE genetic variants and predisposition
to polygenic autoimmune disease: The case of Graves’ disease and a systematic literature review. Hum. Immunol. 2016, 77,
643-651. [CrossRef] [PubMed]

Bérczi, B.; Gerencsér, G.; Farkas, N.; Hegyi, P; Veres, G.; Bajor, J.; Czopf, L.; Alizadeh, H.; Ra-konczay, Z.; Vigh, E.; et al.
Association between AIRE gene polymorphism and rheumatoid arthritis: A systematic review and meta-analysis of case-control
studies. Sci. Rep. 2017, 7, 14096. [CrossRef] [PubMed]

Garcia-Lozano, J.R.; Torres-Agrela, B.; Montes-Cano, M.A.; Ortiz-Ferndndez, L.; Conde-Jaldon, M.; Teruel, M.; Garcia, A.;
Nurfez-Roldan, A.; Martin, J.; Gonzalez-Escribano, M.E. Association of the AIRE gene with susceptibility to rheumatoid arthritis
in a European population: A case control study. Arthritis Res. Ther. 2013, 15, R11. [CrossRef] [PubMed]

Qi, Y,; Zhang, R.; Lu, Y.; Zou, X.; Yang, W. Aire and Fezf2, two regulators in medullary thymic epithelial cells, control autoimmune
diseases by regulating TSAs: Partner or complementer? Front. Immunol. 2022, 13, 948259. [CrossRef] [PubMed]


https://doi.org/10.1111/imr.12827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31782165
https://doi.org/10.1002/art.10147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11920398
https://doi.org/10.1007/s12016-012-8346-7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23288628
https://doi.org/10.1038/ng.2231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22446963
https://doi.org/10.1038/nature12873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24390342
https://doi.org/10.1038/s41588-022-01213-w
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36333501
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.25.022106.141532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19302042
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29483906
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.23.021704.115601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16551260
https://doi.org/10.1038/nri3667
https://doi.org/10.1038/ni723
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11600886
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0158773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27362943
https://doi.org/10.1111/imr.12714
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30565240
https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-090222-101050
https://doi.org/10.1016/1074-7613(95)90004-7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7796293
https://doi.org/10.1016/s1471-4906(00)01841-x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11323282
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0127476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25978041
https://doi.org/10.1111/j.1365-2133.2008.08718.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18616774
https://doi.org/10.1111/j.1399-0039.2007.00992.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18194361
https://doi.org/10.1038/s41598-018-26842-2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29849176
https://doi.org/10.1016/j.clim.2006.09.013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17101293
https://doi.org/10.1016/j.clim.2010.03.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20363194
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2016.06.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27266815
https://doi.org/10.1038/s41598-017-14375-z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29074995
https://doi.org/10.1186/ar4141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23320549
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.948259
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36110862

Biology 2024, 13, 439 16 of 17

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.
53.

54.

55.

56.

57.

58.

Kent, W].; Sugnet, C.W.; Furey, T.S.; Roskin, K.M.; Pringle, T.H.; Zahler, A.M.; Haussler, D. The human genome browser at UCSC.
Genome Res. 2002, 12, 996-1006. [CrossRef] [PubMed]

Cunningham, F; Allen, J.E.; Allen, J.; Alvarez-Jarreta, J.; Amode, M.R.; Armean, I.M.; Austine-Orimoloye, O.; Azov, A.G.; Barnes,
I; Bennett, R.; et al. Ensembl 2022. Nucleic Acids Res. 2022, 50, D988-1D995. [CrossRef] [PubMed]

Cavalli-Sforza, L.L.; Bodmer, W.F. The Genetics of Human Populations, 1st ed.; Dover Publications: San Francisco, CA, USA, 1971;
pp- 41-118.

Sherry, S.T.; Ward, M.; Sirotkin, K. dbSNP-database for single nucleotide polymorphisms and other classes of minor genetic
variation. Genome Res. 1999, 9, 677-679. [CrossRef] [PubMed]

Fairley, S.; Lowy-Gallego, E.; Perry, E.; Flicek, P. The International Genome Sample Resource (IGSR) collection of open human
genomic variation resources. Nucleic Acids Res. 2020, 48, D941-D947. [CrossRef] [PubMed]

Karczewski, K.J.; Francioli, L.C.; Tiao, G.; Cummings, B.B.; Alfoldi, J.; Wang, Q.; Collins, R.L.; Laricchia, K.M.; Ganna, A;
Birnbaum, D.P; et al. The mutational constraint spectrum quantified from variation in 141,456 humans. Nature 2020, 581, 434-443.
[CrossRef] [PubMed]

Kowalski, M.H.; Qian, H.; Hou, Z.; Rosen, ].D.; Tapia, A.L.; Shan, Y; Jain, D.; Argos, M.; Arnett, D.K.; Avery, C.; et al. Use of
>100,000 NHLBI Trans-Omics for Precision Medicine (TOPMed) Consortium whole genome sequences improves imputation
quality and detection of rare variant associations in admixed African and Hispanic/Latino populations. PLoS Genet. 2019,
15, €1008500. [CrossRef] [PubMed]

Arnett, EC.; Edworthy, S.M.; Bloch, D.A.; McShane, D.J.; Fries, ].F,; Cooper, N.S.; Healey, L.A.; Kaplan, S.R.; Liang, M.H.; Luthra,
H.S.; et al. The American Rheumatism Association 1987 revised criteria for the classification of rheumatoid arthritis. Arthritis
Rheum. 1988, 31, 315-324. [CrossRef] [PubMed]

Ingegnoli, E; Castelli, R.; Gualtierotti, R. Rheumatoid factors: Clinical applications. Dis. Markers 2013, 35, 727-734. [CrossRef]
[PubMed]

Niewold, T.B.; Harrison, M.].; Paget, S.A. Anti-CCP antibody testing as a diagnostic and prognostic tool in rheumatoid arthritis.
QJM 2007, 100, 193-201. [CrossRef] [PubMed]

Steiner, G.; Smolen, J. Autoantibodies in rheumatoid arthritis and their clinical significance. Arthritis Res. 2002, 4 (Suppl. 2), S1-S5.
[CrossRef]

Graham, J.E.; Granger, C.V.; Karmarkar, A.M.; Deutsch, A.; Niewczyk, P; Divita, M.A.; Ottenbacher, K.J. The Uniform Data
System for Medical Rehabilitation: Report of follow-up information on patients discharged from inpatient rehabilitation programs
in 2002-2010. Am. J. Phys. Med. Rehabil. 2014, 93, 231-244. [CrossRef] [PubMed]

Jou, JM.; Lewis, S.M.; Briggs, C.; Lee, S.H.; De La Salle, B.; McFadden, S.; International Council for Standardization in
Haematology. ICSH review of the measurement of the erythocyte sedimentation rate. Int. J. Lab. Hematol. 2011, 33, 125-132.
[CrossRef] [PubMed]

Lewontin, R.C.; Kojima, K. The Evolutionary Dynamics of Complex Polymorphisms. Evolution 1960, 14, 458-472.

HaploReg v4.2. Available online: https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php (accessed on 25
March 2024).

Ward, L.D,; Kellis, M. HaploReg: A resource for exploring chromatin states, conservation, and regulatory motif alterations within
sets of genetically linked variants. Nucleic Acids Res. 2012, 40, D930-D934. [CrossRef] [PubMed]

Gibson, T.J.; Ramu, C.; Gemtiind, C.; Aasland, R. The APECED polyglandular autoimmune syndrome protein, AIRE-1, contains
the SAND domain and is probably a transcription factor. Trends Biochem. Sci. 1998, 23, 242-244. [CrossRef] [PubMed]

Berczi, B.; Nusser, N.; Peter, I.; Nemeth, B.; Gyongyi, Z. Association Between AIRE Polymorphisms rs870881(C>T), rs1003854(T>C)
and Rheumatoid Arthritis Risk: A Hungarian Case-control Study. In Vivo 2024, 38, 774-784. [CrossRef] [PubMed]

Horita, N.; Kaneko, T. Genetic model selection for a case-control study and a meta-analysis. Meta Gene 2015, 22, 1-8. [CrossRef]
[PubMed]

Di Matteo, A.; Bathon, ].M.; Emery, P. Rheumatoid arthritis. Lancet 2023, 402, 2019-2033. [CrossRef] [PubMed]

Brown, C.C.; Rudensky, A.Y. Conceiving the Inconceivable: The Function of Aire in Immune Tolerance to Peripheral Tissue-
Restricted Antigens in the Thymus. J. Immunol. 2021, 206, 245-247. [CrossRef] [PubMed]

Kumar, P.G.; Laloraya, M.; Wang, C.Y; Ruan, Q.G.; Davoodi-Semiromi, A.; Kao, K.J.; She, ].X. The autoimmune regulator (AIRE)
is a DNA-binding protein. J. Biol. Chem. 2001, 276, 41357—41364. [CrossRef] [PubMed]

Bottomley, M.].; Collard, M.W.; Huggenvik, J.I; Liu, Z.; Gibson, T.].; Sattler, M. The SAND domain structure defines a novel
DNA-binding fold in transcriptional regulation. Nat. Struct. Biol. 2001, 8, 626-633. [CrossRef] [PubMed]

Mora, M.; Hanzu, F.A.; Pradas-Juni, M.; Aranda, G.B.; Halperin, I.; Puig-Domingo, M.; Aguild, S.; Fernandez-Rebollo, E. New
splice site acceptor mutation in AIRE gene in autoimmune polyendocrine syndrome type 1. PLoS ONE 2014, 9, €101616. [CrossRef]
[PubMed]

Giordano, C.; Modica, R.; Allotta, M.L.; Guarnotta, V.; Cervato, S.; Masiero, S.; Giordano, R.; Garelli, S.; Betterle, C. Autoimmune
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal-dystrophy (APECED) in Sicily: Confirmation that R203X is the peculiar AIRE gene
mutation. J. Endocrinol. Investig. 2012, 35, 384-388. [CrossRef] [PubMed]

Aytac, G.; Guven, B.; Aydin, L; Topyildiz, E.; Aykut, A.; Durmaz, A.; Edeer Karaca, N.; Aksu, G.; Kutukculer, N. An Extraordinary
Case of Autoimmune Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal Dystrophy (APECED) Syndrome Misdiagnosed as Juvenile
Idiopathic Arthritis on Admission. Case Rep. Immunol. 2023, 2023, 2363760. [CrossRef] [PubMed]


https://doi.org/10.1101/gr.229102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12045153
https://doi.org/10.1093/nar/gkab1049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34791404
https://doi.org/10.1101/gr.9.8.677
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10447503
https://doi.org/10.1093/nar/gkz836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31584097
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2308-7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32461654
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31869403
https://doi.org/10.1002/art.1780310302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3358796
https://doi.org/10.1155/2013/726598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24324289
https://doi.org/10.1093/qjmed/hcm015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17434910
https://doi.org/10.1186/ar551
https://doi.org/10.1097/PHM.0b013e3182a92c58
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24088780
https://doi.org/10.1111/j.1751-553X.2011.01302.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21352508
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
https://doi.org/10.1093/nar/gkr917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22064851
https://doi.org/10.1016/s0968-0004(98)01231-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9697411
https://doi.org/10.21873/invivo.13501
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/38418155
https://doi.org/10.1016/j.mgene.2015.04.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26042205
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(23)01525-8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/38240831
https://doi.org/10.4049/jimmunol.2001285
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33397737
https://doi.org/10.1074/jbc.M104898200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11533054
https://doi.org/10.1038/89675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11427895
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0101616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24988226
https://doi.org/10.3275/7965
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22024611
https://doi.org/10.1155/2023/2363760
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37144156

Biology 2024, 13, 439 17 of 17

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.
69.
70.

Terao, C.; Yamada, R.; Ohmura, K.; Takahashi, M.; Kawaguchi, T.; Kochi, Y.; Human Disease Genomics Working Group; RA
Clinical and Genetic Study Consortium; Okada, Y.; Nakamura, Y.; et al. The human AIRE gene at chromosome 21q22 is a
genetic determinant for the predisposition to rheumatoid arthritis in Japanese population. Hum. Mol. Genet. 2011, 20, 2680-2685.
[CrossRef] [PubMed]

Shao, S.; Li, X.R.; Cen, H.; Yin, Z.S. Association of AIRE polymorphisms with genetic susceptibility to rheumatoid arthritis in a
Chinese population. Inflammation 2014, 37, 495-499. [CrossRef] [PubMed]

Feng, 7.].; Zhang, S.L.; Wen, H.F,; Liang, Y. Association of rs2075876 polymorphism of AIRE gene with rheumatoid arthritis risk.
Hum. Immunol. 2015, 76, 281-285. [CrossRef] [PubMed]

Li, X.; Li, T.; Chen, M.; Chai, Y. Association of AIRE gene polymorphisms with susceptibility to rheumatoid arthritis among ethnic
Han Chinese from Shaanxi. Zhonghua Yi Xue Yi Chuan Xue Za Zhi 2016, 33, 373-377. (In Chinese) [CrossRef]

Yang, H.; Li, J.; Jiang, L.; Jiang, X.; Zhou, X.; Xu, N. The rs878081 polymorphism of AIRE gene increases the risk of rheumatoid
arthritis in a Chinese Han population: A case-control study. Braz. |. Med. Biol. Res. 2018, 51, €7944. [CrossRef] [PubMed]

Yap, H.Y,; Tee, S.Z.; Wong, M.M.; Chow, S.K.; Peh, S.C.; Teow, S.Y. Pathogenic Role of Immune Cells in Rheumatoid Arthritis:
Implications in Clinical Treatment and Biomarker Development. Cells 2018, 7, 161. [CrossRef] [PubMed]

van Delft, M.A.; Huitema, L.E; Tas, S.W. The contribution of NF-kB signalling to immune regulation and tolerance. Eur. . Clin.
Investig. 2015, 45, 529-539. [CrossRef] [PubMed]

Haljasorg, U.; Bichele, R.; Saare, M.; Guha, M.; Maslovskaja, J.; Kond, K.; Remm, A.; Pihlap, M.; Tomson, L.; Kisand, K.; et al. A
highly conserved NF-kB-responsive enhancer is critical for thymic expression of Aire in mice. Eur. J. Immunol. 2015, 45, 3246-3256.
[CrossRef] [PubMed]

Barnabei, L.; Laplantine, E.; Mbongo, W.; Rieux-Laucat, F.; Weil, R. NF-«B: At the Borders of Autoimmunity and Inflammation.
Front. Immunol. 2021, 12, 716469. [CrossRef] [PubMed]

Wan, Y.Y. GATA3: A master of many trades in immune regulation. Trends Immunol. 2014, 35, 233-242. [CrossRef] [PubMed]
Rose, A.B. Intron-mediated regulation of gene expression. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 2008, 326, 277-290. [CrossRef] [PubMed]
Osaki, D.; Hiramatsu, H. Citrullination and deamidation affect aggregation properties of amyloid -proteins. Amyloid 2016, 23,
234-241. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.


https://doi.org/10.1093/hmg/ddr161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21505073
https://doi.org/10.1007/s10753-013-9763-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24170308
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2015.01.026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25637666
https://doi.org/10.3760/cma.j.issn.1003-9406.2016.03.022
https://doi.org/10.1590/1414-431X20187944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30403260
https://doi.org/10.3390/cells7100161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30304822
https://doi.org/10.1111/eci.12430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25735405
https://doi.org/10.1002/eji.201545928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26364592
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.716469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34434197
https://doi.org/10.1016/j.it.2014.04.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24786134
https://doi.org/10.1007/978-3-540-76776-3_15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18630758
https://doi.org/10.1080/13506129.2016.1240076
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27791396

	01
	02
	Association between AIRE gene polymorphism and rheumatoid arthritis: a systematic review and meta-analysis of case-control  ...
	Results

	Characteristics of included studies. 
	Meta-analysis of SNP rs2075876 (G > A). 
	Meta-analysis of SNP rs760426 (A > G). 
	Sensitivity analysis. 
	Publication bias. 
	Trial sequential analysis. 

	Discussion

	Methods

	Search strategy. 
	Inclusion and Exclusion criteria. 
	Statistical analysis. 
	Trial sequential analysis (TSA). 

	Acknowledgements

	Figure 1 PRISMA flow diagram for inclusion and exclusion of studies in the meta-analysis.
	Figure 2 The association of SNP rs2075876 (G > A) with RA risk in different genetic models.
	Figure 3 The association of SNP rs760426 (A > G) with RA risk in different genetic models.
	Figure 4 Sensitivity analysis for the allelic models of (A) SNP rs2075876 (G > A) and (B) rs760426 (A > G).
	Figure 5 Funnel plots of allelic genetic models of (A) SNP rs2075876 (G > A) and (B) rs760426 (A > G).
	Figure 6 Trial sequential analysis for allelic genetic models of (A) SNP rs2075876 (G > A) and (B) rs760426 (A > G).
	Table 1 Characteristics of the included studies on SNP rs2075876 (G > A) and rs760426 (A > G) (SNP = single nucleotide polymorphism NA = not available HB = hospital based).
	Table 2 ORs, 95% CIs, and P-values for each genetic model in the association of SNPs rs2075876 (G >​ A) and rs760426 (A >​ G) with RA risk (NA =​ not available OR =​ odds ratio CI =​ confidence interval *​literature data.


	03
	04
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Inclusion and Exclusion Criteria of Variations 
	Ethical Approval 
	Study Subjects 
	Assessment of Clinical Parameters 
	DNA Extraction 
	Genotyping AIRE Variants 
	Statistical Analyses 
	Analysing the Effects of Variants on Regulatory Binding Motifs 

	Results 
	Preliminarily Included Variations 
	Characteristics of Study Populations 
	Results of HWE Analysis 
	Allelic Polymorphisms in Exon 5 and Intron 5 and 7 Are Associated with RA Risk 
	Bivariate Correlation and Association of Clinical Parameters with Genotypic Subgroups of Different Genetic Models in Patients with RA and Control Subjects 
	Allele-Specific Affinity to Transcriptional Factor Binding Motifs 

	Discussion 
	Conclusions 
	References




