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Koszonom Dr. Szlics Gabriella részletes, birdlatat, megjegyzéseit. A
megfogalmazott kérdésekre az alabbiakban vélaszolok:

Mi lehet a magyarazat az anti-GAG antitestek védd szerepre vonatkozdan, ugy,
hogy a szérumban magasabb a titer mint a synovialis folyadékban? GAG iiriil a
porcszovetbdl gyulladaskor a synoviumba illetve kijuthat a szérumba. Van-e
kiilonbség a szérum és synovium GAG szint k6zott?

A GAG-ok ellen termel6ddé természetes autoantitestek gyulladasra kifejtett
hatdsa nem ismert pontosan. Eredményeink szerint a kondroitin-szulfat
specifikus IgM-szintje forditott korrelaciot mutatott az RA klinikai aktivitasaval,
ennek alapjan feltételezziik, hogy az altalunk vizsgalt természetes antitestek
védo hatasuak lehetnek. A hialuronsav-degradacids termékek damage associated
molecular patternként (DAMP) viselkedhetnek [Taylor KR et al. J Biol Chem.
2004, Apr 23;279(17):17079-84.]. Az egyik lehetséges magyarazat ennek
alapjan az lehet, hogy a degradalodé matrixkomponensekhez kotédve a GAG-ok
ellen termel6dé antitestek gatolhatjak a DAMP-receptorok aktivalodasat. Igy a
GAG elleni természetes autoantitestek védo szerepet jatszhatnak RA-ban.

Irodalmi adatok alapjan a synovialis folyadék GAG-szintje magasabb a szérum-
GAG-szintnél RA-ban [Bensouyad A et al. Ann Rheum Dis. 1990, 49(5):301-
307.]. A GAG elleni antitestek aktiv betegség soran a porcbdl nagyobb
mennyiségben iirild GAG-hoz kotodnek, ez magyarazhatja a forditott
korrelaciot az antitestszint és a betegségaktivitas kozott. A synovialis
folyadékban nagyobb mennyiségben jelenlévé GAG hasonl6an magyarazhatja a
synovialis folyadékban alacsonyabb ¢és a szérumban magasabb anti-GAG
antitest-szinteket (p<0,001). A természetes autoantitestek fiziologias és az
autoimmun korképekben betoltott szerepének tovabbi vizsgélata hozzéjarulhat a
toleranciasériilés ¢és az  autoimmunitds patomechanizmusdnak  jobb
megértéséhez.

A természetes autoantitestek szerepére vonatkozoan van-e 1 irodalmi adat SLE-
ben?

A természetes autoantitestek SLE-ben betoltott szerepérdl kevés jelentds
eredményrdl beszamolo cikk jelent meg az elmult években. Allatkisérletekkel
igazoltak, hogy az apoptotikus testek ellen termelddd természetes autoantitestek
gatoljak az immunkomplexek proinflammatorikus hatasat [Vas J et al. Arthritis
Rheum. 2012, Oct;64(10): 3388-98.]. Szintén allatkisérletes rendszerben
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igazoltak a kozelmultban, hogy a természetes IgM-hidnya a centralis toleranciat
¢s a B-sejt-differencialodast befolyasolva az SLE-hez hasonldé autoimmun
betegséghez vezet [Nguyen TT et al. J Immunol. 2015, Feb15;194(4):1489-
502].

Erdekes eredmény a galektin-8 TT polimorfizmus RA-ra hajlamositd
antagonisztikus pleiotrop hatdsa (fiatal korban védo, 1ddésebb korban
hajlamositd). Van-e mas gén RA-asszocidcioban a galektin 8 génnel egyiitt, ami
még befolyasolhatja a ketto egyiittes hatasat?

A galectin-8-polimorfizmus RA-ban betdltott szerepérdl, mas gének esetleges
hatasarol, a munkank alapjan a galectin-8-nak tulajdonithaté antagonisztikus
pleiotropiar6l érdemi 0j eredményt nem publikaltak a kozleményiink 2012-ben
tortént megjelenése ota.

A citrullindcié6 immunogenitasanak vizsgalata tiidorakban alapkutatas, ahol RA -
s minta csak kontrollként szerepel. Az alapfolyamat a dohanyzas hatdsara
bekovetkezd6 PAD4 aktivacid, majd a fehérjék ezaltali citrullinaciéja. A PAD4
szérumszintje emelkedett volt a dohanyos tumoros betegekben, ugyanakkor nem
volt kiilonbség a dohanyos és nem dohanyos betegek tumorszovetein kimutatott
PAD4 és CK7 expresszio kozott. Hogyan magyarazhato a folyamatban a PAD4
szérumszint és szoveti expresszio mértékének szétvalasa? Vannak-e RA-ban
adatok a PAD4 szintre vonatkozéan? Ha igen, Iehet-e kiilonbség benne olyan
RA-s betegek esetében, akiknél példaul van vagy nincs pulmonalis
manifeszticido az RA-hoz tarsulva?

A szérum PADA4-szintje magasabb volt a dohanyos tiidérakos betegek
mintdiban, mint az egészséges kontrollokéban, ugyanakkor a nem dohanyos
tiidérakos betegek mintdiban nem mértiink a kontrollokénal magasabb szérum-
PADA4-szintet. A PAD4 intracellularis enzim, a szoveti kifejez6déstdl, a sejekbol
torténd PADA4-felszabadulastol és a szérum PAD4-clearance-tél is fiigg a
szérumszintje. Munkacsoportunk eredményei alapjan RA-ban a szérum-PADA4-
szint nem magasabb az egészséges kontrollokénal. Irodalmi adatok alapjan a
PADA4 elleni antitestek csokkenthetik az enzim aktivalodasahoz sziikséges Ca®'-
szintet, igy ezek az antitestek rossz prognosztikus tényezot jelenthetnek RA-ban
[Darrah E et al. Sci Transl Med. 2013, 5(186):186ra65.]. A pulmonalis
manifesztacio €s a szérum-PADA4-szint korrelaciéja ma még nem ismert.

Klinikailag kiilonbozhetnek-e az RA-s betegek, attol fligeden, hogy a szérumaik
kiulonbozo citrullinalt peptidekkel reagalnak (pl. filagerin, vimentin vagy
kollagénnel)?




Az RA-s betegek autoantitestjei a kereskedelmi forgalomban elérhet6 ACPA
ELISA kitekhez hasonloan reagélnak citrullinalt filaggrin, vimentin és kollagén
peptidekkel. Eddigi munkank sordn nem talaltunk klinikai kiilonbséget a
kiilonbozd citrullindlt pepetidekkel reagdlod antitesteket termeld betegek kozott
(263 beteg adatainak a feldolgozasa alapjan).

SLE-ben elsOsorban arra van adatunk, hogy polvarthritis esetén milyen
ovakorisaggal fordul el6 ACPA antitest. A citrullinacié folyamatara
vonatkozoan van-e mas szervi manifesztaciora vonatkoz6 adat SLE-ben?

Irodalmi adatok alapjan lupus nephritisben immunhisztokémiai modszerrel
vizsgalva a biopszas mintdk 70 szdzalékaban citrullinacié igazolddott. Tovabba
minden vizsgalt lupus nephritises betegtdl szarmazd biopszids mintaban az
endothelialis és a mintak 70 szazalékaban az indukalhaté nitrogén-monoxid-
szintetaz (NOS) kifejezddését is igazoltak. Az SLE-ben megfigyelhetd fokozott
nitrogén-monoxid (NO) -termelédés mellett szol a NOS- és a
citrullinkifejez6dés 1s, hiszen az NO-szintézis soran citrullin keletkezik
[Bollain-y-Goytia JJ et al. Inflamm Res. 2009, 58:61-6.].

Hova helyezi a jeldlt az anti-C1 inhibitor meghatarozast a klinikai gyakorlatban?

SLE-ben, kiilondsen a  betegség aktiv  szakaszaban jellemz6 a
komplementrendszer aktivacidja. A poliklonalis B-sejt-aktivacidé szintén
jellemzé lupusban és a kovetkezményes antitest-termelddés, illetve
Mindezek miatt vizsgaltuk a Cl-inhibitor ellen termelddd antitestek szintjét. Az
anti-Cl-inhibitor szérumszintje magasabb volt az SLE-s betegek mintaiban,
mint az egészséges kontrollokéban. Az anti-Cl-inhibitor esetleges klinikai és
patogenetikai szerepének meghatarozdsa természetesen tovabbi vizsgalatokat
igényel.

A NO szerepének a vizsgalata igen szépen, kovetkezetesen felépitett vizsgalat,
amely soran a jelolt megerdsitette, hogy a T-lymphocyta aktivacioban a NO
mitokondrium membran hyperpolarizaciét indukal. A kisérletekben az eNOS és
nNOS 15x emelkedést mutatott a T sejt aktivaciokor, de nem mérhetd iNOS
aktivacié. SLE-ben vizsgidlva a folyamatot azonos nyugalmi NO szint
igazolddott az SLE-s és kontroll T-sejtekben, mig RA-ban magas volt a sejtek
NO termelése. Emellett az SLE-s T-sejtek tobb és nagyobb mitokondriumot
tartalmaztak a kontrollhoz képest, mig RA-ban nem volt nagyobb a
mitokondrium mennyiség. Milyen patogenetikai szerepe lehet ennek a
kiilonbségnek a két betegség pathogenezisében?




Eredményeink alapjan a T-lymphocyta-aktivacid6 soran termelédé NO
hozzajarul a sejtaktivacihoz ¢és a mitokondrialis membranpotencial
novekedéséhez. Tobb és nagyobb mitokondriumot tartalmaznak az SLE-S
betegek T-lymphocytai, mint az egészséges kontrollokbol nyert sejtek. Az SLE-
s betegek monocytai lényegesen tobb NO-t termelnek, mig a T-sejtek NO-
termelése nem fokozott lupusban az egészséges kontrollokéhoz képest. Erdekes
modon SLE-s betegek T-sejteiben ATP-depléci6 mérhetd. Az oxidativ
foszforilacié soran keletkezhetnek reaktiv oxigénintermedierek (ROI), a
mitokondriumok a ROI-k 6 forrasat képezik. A ROI-k intracellularis hatdsai
kozé tartozik a lipidperoxidacio, karosithatjdk a DNS-t, a membranokat, igy a
mitokondriumokat is. SLE-ben a T-sejtek ROI-termelése fokozott az egészséges
kontrollokéhoz képest, aminek szerepe lehet a betegség patogenézisében [Nagy
G et al. Arthritis Res Ther. 2010, 12:210.]. SLE-s betegek T-sejtjein a
sejthalalt indukal6 hatasokra az apoptozis helyett jellemzOen nekrdzis alakul ki,
amely  Osszefliggésben lehet a  csokkent  ATP-szinttel, nagyobb
mitokondriummennyiséggel, hozzajarulhat az autoantigének prezentalasahoz és
az autoimmunitashoz.

Eredményeink szerint RA-s Dbetegek T-lymphocytainak az egészséges
kontrollokénal magasabb az NO-termelése, TNF-a-blokkolo kezelés sordn az
NO-termelés csokken. Ugyanakkor a mitokondridlis membranpotencial ¢s a
mitokondriummennyiség az RA-S betegek T-lymphocytaiban az egészséges
kontrollokéhoz hasonlo. A fokozott NO-termelésnek az RA patogenezisében is
lehet szerepe. RA-ban magasabb a szérumnitritszint a kontrollokénal, egyes
megfigyelések szerint a nitritszint korreldl a betegség aktivitisaval és a
radiologiai progresszioval. A synovitis soran szamos sejttipus, igy osteoclastok,
osteoblastok, makrofagok, fibroblastok, neutrophil granulocytak és endothelialis
sejtek is termelhetnek NO-t [Pham TN et al. J Rheumatol. 2003,
Dec;30(12):2529-34.; Onur O et al. Rheumatol Int. 2001, May;20(4):154-8.
Nagy G et al. Immunol Lett. 2007, Jul 31;111(1):1-5.]. Az NO sajat
eredményeink ¢€s irodalmi adatok alapjan szabalyozza a proinflammatorikus és
az antiinflammatorikus citokinek termelését [Nagy G et al. Immunol Lett.
2007, Jul 31;111(1):1-5.; Guzik TJ et al. J. Physiol and Pharmacol. 2003,
54(4):469-87.] és szabalyozhatja a T-lymphocyta-differencialodast is [Niebdala
W et al. PNAS 2002, 99:16186-91.].

SLE-ben a monocytdk, mig RA-ban a T-sejtek NO-termelése fokozott, a
monocytak jelentésen nagyobb mennyiségli NO-t termelnek, ennek szerepe
lehet a mitokondriummennyiség novekédésére SLE-ben. Mindezek alapjan az
SLE-ben ¢és RA-ban is megfigyelheté fokozott NO-termelésnek eltérd hatésai
vannak a T-lymphocytakra.



Erdekes az a megfigyelés is, hogy az SLE-s monocytdkban magasabb volt a NO
szintézis, de nem volt hasonl6 vizsgalat RA-s monocytakkal. Ismert-e adat ezzel
kapcsolatban és lehet a két betegség kozott ebben is kiilonbség, tekintettel arra,

hogy az RA pathogenezisdben nagyobb szerepet jatszanak a monocytak mint
SLE-ben?

A monocytdk az RA ¢és az SLE patogenetisében is kozponti szerepet jatszanak,
RA-ban igen jelentés a monocytakban a proinflammatorikus citokinek
termelése. Eredményeink szerint az RA-S betegekbdl szeparalt monocytdk NO-
termelése nem tér el szignifikdnsan az egészséges kontrollokétol.

Az eltéro NO termelésnek ismert-e szerepe az RA és SLE-hez tarsulo acceleralt
arteriosclerosisban?

RA-ban és SLE-ben is a cardiovascularis mortalitds jelentdsen nagyobb az
egeészséges kontrollpopulacidohoz képest. Az NO fokozhatja és gatolhatja is az
atherosclerosist, az atheroscleroticus plakkokban az endothelialis, az
indukalhat6 és a neurondlis (eNOS, iNOS és nNOS) izoforma is kifejezddik. Az
eNOS ¢és nNOS védd hatasu, mig az iINOS fokozza az érelmeszesedést
[Lowenstein C. Atheriocler Thromb Vasc Biol. 2006, 26:1417-8]. A fokozott
NO-termelésnek szerepe lehet az RA-ban és SLE-ben megfigyelheté fokozott
cardiovascularis rizikoban, ennek részletei azonban ma még nem ismertek
[Levesque MC et al. Curr Mol Med. 2004, Nov;4(7):777-86.].

Infliximab kezelés mellett 6 hét alatt csokkent a betegekben a T-lymphocytak
NO termelése. A vizsgalat 5 betegen tortént. Van-e azota tobb irodalmi adat erre
vonatkozoan?

Hazai munkacsoport Vasarhelyi Barna professzor vezetésével vizsgilta a T-
lymphocytdk NO-termelését RA-ban, a mi eredményeinkhez hasonlo
eredményeiket 2014-ben kozolték a [Szalay B et al. PLoS ONE 2014, Aug
6;9(8):104298.] Tovabbi vizsgalatok sziikségesen az NO patogenetikai
szerepének vizsgélatara és biomarkerként torténd alkalmazasanak értékelésére.

A hisztamin szerepének vizsgalata HDC-KO egértorzs T-lymphocytain tortént,
ahol a kontroll vad torzshoz képest nem volt kiilonbség a T-lymphocyta eNOS,
nNOS és INOS kifejez6désben, de stimuldlasra fokozott volt a sejtek IFN-[]
termelése. Az RA és SLE vonatkozasdban a megbesz€élés rész felveti a
hasonlésagokat a kisérleti eredmények és a betegségek pathogenezise kozott.
Milyen tényleges adatok allnak rendelkezésre az eredmények megsziiletése 6ta
az irodalomban a hisztamin illetve a hisztamin receptorok szerepére
vonatkozdan arthritisben vagy SLE-ben. A T-sejt subpopulatiok kozott van-e




olyan alcsoport, aminek mukodését fokozottabban befolyasolhatjak a hisztamin
receptoron keresztiili valaszok (pl. Th-17 sejtek)?

A hisztamin (B-imidazolil-etilamin) a gyulladas szabalyozasaban meghatarozo
szerepet jatsz6 biogén amin, termelddésének helyén noveli a kapillarisok
permeabilitasat, proinflammatorikus hatast. A H4 hisztaminreceptor kopiaszdm-
variabilitasat leirtdk SLE-ben, a nagyobb H4-receptor-képiaszam nodvelte az
SLE esélyét és korrelalt az arthritissel, proteinuridval és az ANA-pozitivitassal
[Yu et al. British Journal of Dermatology. 2010, 163:935-40.]. A
kozelmultban publikalt allatkisérletes adatok szerint a H4-receptornak szerepe
lehet a Th1l7 -sejt differencidlodasaban ¢s a polyarthritis kialakulasaban
[Cowden JM et al. Ann Rheum Dis. 2014, March;73(3):600-8.].
Munkacsoportunk is tervezi vizsgalni a hisztamin és a hisztaminreceptorok
szerepét a Th17-sejt-differencialodasban és -aktivacioban.

RA-s sejteken csak a SLAP expresszid vizsgalta tortént, talan szemléletesebb
lett volna itt is egyiitt nézni a CD3-[1 expresszidval, még akkor is, ha ez RA-ban
mar volt vizsgalva az irodalomban. A TNF-a mellett van-e szerepe a SLAP
expresszid befolyasolasaban az RA-ban szerepld mas dominans gyulladasos
citokinnek (pl. IL-6)?

A SLAP-kifejezddésre iranyuld kisérleteinknél a CD3-(-lanc-expressziot is
mértiik. Még nem kozolt eredményeink szerint a TNF-hez hasonléan mas
proinflammatorikus és antiinflammatorikus citokinek (IL-6, IL-8, IL-10, IL-17
¢s az IL-35) is csOkkentik, ugyanakkor az IL-1, IL-2 ¢és az IL-4 nem
befolyasoljdk a CD4 T-lymphocytdk CD3-(-lanc-expressziojat, kiillonbozo
citokinek SLAP-ra kifejtett hatasat is tervezziik vizsgalni.

A munkaban 31 RA-s beteg mintait vizsgaltak, akiknél a betegség aktivitas
kozepes/magas volt (atlag We 28 mm/h, CRP 22.16 mg/l). Milyen terapian
voltak ezek a betegek — csak DMARD vagy bioldgiai terapia is? Van-€e arra adat,
hogy a gyakorlatban alkalmazott TNF-o gatlok befolyasoljak-e a glikozidazok
kifejez6dését?

Munkacsoportunk korabbi eredményei ¢és irodalmi adatok alapjan a
glikozidazoknak szerepe lehet az RA-ban zajl6 porcdegradacioban.
Eredményeink szerint a HCgp-39, a HexA ¢és a HexB is expresszalodott a
synovialis fibroblastokban. Ezen vizsgalataink soran szintetikus DMARD-
kezelésben részesiil6 betegek mintait tanulmanyoztuk. A TNF-a-gatlok hatasa a
fibroblastok glikozidazkifejez6désére még nem ismert.



A bevont RA-s betegek éatlag DAS28 értéke elég magas volt (5.69).
befolyasolja-e a synovialis folyadék MV tartalmat a gyulladasos aktivitas illetve
maga a tradicionalis vagy biologiai DMARD kezelés?

Eredményeink szerint a betegségaktivitdis nem korreldlt a microvesiculdk
szaméaval, de ennek pontosabb megitélésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek
tobb beteg bevonasaval. A gydgyszeres kezelésnek az extracellularis vesiculdkra
kifejtett hatasat RA-ban, SLE-ben és juvenilis idiopathias arthritisben (JIA) is
tervezziik vizsgalni.

A JIA-ban kapott eltér0 eredmények az RA-hoz képest vajon csak annak
tudhatdéak be, hogy a betegek oligoarticularis fomdja JIA-val birtak vagy
egyébként is lehet a MV-nak eltér0 patogenetikai szerepe a JIA és RA
vonatkozasaban?

Jelenleg csak az oligoarticularis JIA-r6l vannak adataink, tervezziik tovabbi
betegcsoportok vizsgélatat is. Feltételezésiink szerint az MV-knek eltérd
patogenetikai szerepe lehet szisztémas reumatologiai betegségekben, jelenleg is
az egyik f0 kutatasi teriiletiink ennek a vizsgélata.

Az ugvancsak vizsgalt RANK, RANKL+ MYV jelezhetik-e az eroziv folyamat
mértékét RA-ban?

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a RANK+ és RANKL+ MV-k
szamaban az arthrosisos, RA-s és JIA-s betegcsoportok kozott. A RANK,

crer

¢s longitudinalis vizsgalatok szlikségesek.

Milyen egvéb microvesiculakkal kapcsolatos vizsgalatokat tervez a jelolt a
munka folytatasaként?

Az extracellularis vesiculdk fiziologids €s patogenetikai szerepének vizsgalata
munkacsoportunk egyik f0 kutatasi teriilete. Vizsgaljuk az EV-k szerepét
gyulladéasos reumatologiai korképekben. Az EV-k biomarkerként szolgalhatnak,
patogenetikai faktorok lehetnek, igy terapias célpontot is képezhetnek.
Legtjabb, még nem kozolt eredményeink szerint az EV-k szabalyozzak az
osteoclast-differencialodast, igy kozponti szerepiik lehet az RA és az arthritis
psoriatica patogenezisé€ben is.



Ismételten koszondom Dr. Sziics Gabriella alapos biralatat €s kérem a valaszaim
elfogadésat.
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