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Rövidítések jegyzéke 

 

ACPA  Anti-citrullinált peptid antitest 

ANOVA  Variancia-analízis (analysis of variance) 

anti-β2GPI  anti-β2-glycoprotein-I antitest 

anti-CL Anti-cardiolipin antitest 

anti-dsDNS Kettősszálú (double stranded) DNS elleni antitest  

ANA  Antinuclearis antitest 

AP  Arthritis psoriatica 

APA  Antiphospholipid antitest 

APS  Antiphospholipid szindróma 

AS  Spondylitis ankylopoetica (ankylosing spondylitis) 

BASDAI Bath Spondylitisi Ankylopoetica Betegség-aktivitási Index (Bath Ankylosing  

  Spondylitis Disease Activity Index) 

bDMARD biológiai betegség-módosító antirheumatikus gyógyszer (disease modifying  

  antirheumatic drug) 

BILAG British Isles Lupus Activity Group 

BSA  Bovin szérum albumin 

cDMARD konvencionális betegség-módosító antirheumatikus gyógyszer (disease  

modifying antirheumatic drug) 

cDNS  complementer DNS 

Ct  Threshold ciklus 

DAB  Diamino-benzidin 

DAS28 28 ízületet vizsgáló betegség-aktivitási pontszám (Disease activity score 28) 

DMARD Betegséglefolyás-módosító reumaellenes gyógyszer (Disease-modifying  

  antirheumatic drug) 

DTT  Dithiol-treitol 
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EULAR Európai Reumaellenes Liga (European League Against Rheumatism) 

FACIT  Krónikus Betegség-terápia funkcionális felmérése (Functional Assessment of  

  Chronic Illness Therapy) 

FACS  Áramlási citofluorimetria (Flow-assisted cell sorting) 

FCS  Foetalis borjúszérum (Foetal calf serum) 

FITC  Fluoreszcein-izotiocianát 

Gal-1  Galektin-1 

GlcNAC  N-acetyl-glükózamin  

GST  Glutathion-S-transzferáz 

HRPO   Tormagyökér (horseradish) peroxidáz 

IFN  Interferon 

IL  Interleukin 

IRF  Interferon regulatory factor 

KO  génkiütött (knock-out) 

LA  Lupus anticoaguláns 

LAcNAc  N-acetyl-laktózamin 

m3AChR muscainszerű acetylcholin receptor 3. altípusa 

MAVS  Mitochondrial antiviral signaling protein 

MHC  Major Histocompatibilitási Complex 

MSC  Mesenchymalis őssejt (mesenchymal stem cell) 

OD  Optikai denzitás 

OPD  Ortofenilén-diamin (Ortophenilene diamine) 

PHA  Phytohaemagglutinin 

PBMC  Perifériás vér mononuclearis sejt (Peripheral blood mononuclear cell) 

PBS  Foszfát-pufferolt sóoldat (Phosphate-buffered saline) 

pSS  Primer Sjögren szindróma 

RA  Rheumatoid arthritis 
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RAR  Relatív apoptosis-arány (Relative apoptosis ratio) 

RF  Rheumatoid faktor 

RT-qPCR Kvantitatív valós idejű reverz-transzkriptáz polimeráz láncreakció (Real time  

  reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction) 

SD  Standard deviáció 

SDS-PAGE Nátrium-dodecil szulfát (Sodium dodecyle sulphate) poliakrilamid gél  

  elektroforézis 

SEM  Az átlag standard hibája (Standard error of mean) 

SF-36   36 kérdéses egészségi kérdőív rövid változat (36-item short form health  

  survey)  

SLE  Szisztémás lupus erythematosus 

SLEDAI-2K SLE Disease Activity Index-2000 

SS  Sjögren szindróma 

sSS  Szekunder Sjögren szindróma 

STING  Stimulator of interferon genes  

TBST  Tris-pufferolt sóoldat (Tris-buffered saline) 

Th  T-helper sejt 

TLR  Toll-like receptor 

TMEM203 Transmembrane protein-203 

TNF  Tumor necrosis factor 

tsDMARD célzott (targeted) szintetikus betegség-módosító antirheumatikus gyógyszer  

  (disease modifying antirheumatic drug) 

VIP  Vasoactive intestinal peptide 

 

Az ismertetett lektinek és glikozilációs enzimek rövidítéseit a 3. Táblázatban mutatom be 
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1. Bevezetés 

 

1.1. Áttekintés 

A PhD dolgozatom óta eltelt másfél évtizedben kutatási tevékenységem három fő témakör 

köré csoportosítható. Először a Sjögren szindrómában (SS) kimutatott autonom idegrendszeri 

működészavarok további vizsgálata érdekében acetylcholin-receptor elleni autoantitestek 

kimutatását célzó módszer kifejlesztését tűztük ki célul munkatársaimmal, majd az eljárást 

felhasználva megkíséreltük az antitestek klinikai jelentőségének, differenciál-diagnosztikai 

értékének kimutatását SS-ben, majd később más szisztémás autoimmun betegségekben, így 

szisztémás lupus erythematosusban (SLE) és rheumatoid arthritisben (RA) is. Emellett, 

immun-elektronmikroszkópos vizsgálatokkal igyekeztünk adatokat találni arra vonatkozóan, 

hogy az antitesteknek lehet-e pathogenetikai szerepe. 

Második témakör az SLE kialakulásában nagyon fontos szerepet játszó, komplex T-sejtes 

működészavar vizsgálatára koncentrált, és arra voltunk kíváncsiak, hogy a galektin-1 (Gal-1), 

ami egy immunregulátor szerepet betöltő lektin fehérje, eltérő expressziót valamint hatást 

mutat-e SLE-ben, mind egészségesekben. Mivel a Gal-1, lektin lévén, a fehérjék széhidrát 

oldalláncaihoz kapcsolódva fejti ki hatásait, kézenfekvő volt, hogy gondolkodásunk a T-

lymphocyták sejtfelszíni glikozilációs mintázatának eltérései irányába forduljon, és 

megvizsgáljuk ennek különbségeit SLE-s betegek és egészséges személyek között. Emellett 

egy másik potenciális mediátor, a hipotézisünk szerint az I. típusú interferonok jelátvitelében 

részt vevő TMEM203 szerepét is vizsgáltuk. Végül, egy klinikai jellegű kutatásban az 

antifoszfolipid antitestek szerepét mértük fel az SLE komplex klinikai képének alakításában, 

különösen az addig feltáratlan kapcsolatukat a nem-thromboemboliás mechanizmusú szervi 

manifesztációkkal. 

Emellett, harmadik témaként, elkezdtük annak a kérdésnek a vizsgálatát, hogy RA-ban és 

spondylitis ankylopoetica-ban (ankylosing spondylitis – AS) milyen meggondolások alapján 

lehet a biológiai terápiás kezelések leállítását megfontolni akkor, ha a beteg már hosszú ideje 

remisszióban van e gyógyszerek mellett. Jelen dolgozatomban minden fejezetben e három 

kérdéskörre tagolva mutatom be kutatásaim eredményeit. 

 

1.2. Szisztémás autoimmun betegségek 

A mai napig már több mint 100 autoimmun betegséget azonosítottak, melyek közül kiemelt 

jelentőségűek a szisztémás autoimmun kórképek, más elnevezés szerint autoimmun 

kötőszöveti betegségek. Komplex immun-pathomechanizmusuk következtében e betegségek 

egyszerre több szervet, szervrendszert támadnak meg, gyakran súlyos, életveszélyes 

állapothoz vezetnek, és sokszor irreverzibilis szervi károsodást okoznak. Kezelésük gyakran 

intenzív immunszuppresszív kezelést igényel, legtöbbjük krónikus, recidiváló lefolyású, ezért 

évtizedeken át tartó szoros gondozást tesz szükségessé. 
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1.2.1. Sjögren szindróma 

A Sjögren szindróma alapjelensége az exokrin mirigyek, elsősorban a könny- és nyálmirigyek 

autoimmun eredetű gyulladása, melynek kapcsán mirigyműködési zavar, szem- és 

szájszárazság alakul ki. A mirigyekben intenzív, gócos T- és B-lymphocytás beszűrődés 

látható, és az autoimmun válasz elsődleges célpontját nagy valószínűséggel a mirigyek 

kivezető csöveinek hámsejtjeiben azosították (1). A folyamat nemritkán a légutak, a gyomor-

bélrendszer és a genitalis tractus exokrin mirigyeit is érinti, valamint további epithelialis-

ductalis rendszert tartalmazó szerveket is, mint a máj vagy a vese, illetve az endokrin 

mirigyek közül gyakori a pajzsmirigy érintettsége. Az intenzív lymphocytás beszűrődés ez 

esetekben már nem szárazságban, hanem peritubularis infiltrációban, következményes szervi 

károsodásban mutatkozik meg, így a tüdőben a terminalis bronchiolusok felől a parenchymát 

infiltráló sejtek lymphocytás interstitialis pneumonitist, a vesében tubulo-interstitialis 

nephritist, a májban primer biliaris cirrhosisra emlékeztető lymphocytás cholangitist, a 

gastrointestinumban chronicus gastritist, glutén-szenzitív enteropathiát, lymphocytás colitist, 

a pajzsmirigyben pedig Hashimoto thyreoiditist okoznak (2). E spektrum miatt találó az SS-

sel kapcsolatosan az „autoimmun epitheliitis‖ elnevezés (3). Emellett, mint több más 

szisztémás autoimmun kórképben, SS-ben is találkozhatunk arthritis, anaemia, leukopenia, 

Raynaud-tünet, vasculitis, perifériás neuropathia vagy serositis tüneteivel. Antinuclearis 

antitesteket (ANA), elsősorban anti-Ro(SSA) vagy anti-La (SSB) antitesteket és rheumatoid 

faktort (RF) lehet kimutatni a betegek többségében.Immunpathológiailag az exokrin 

mirigyekben CD4+ T-sejtes dominanciájú fokális infiltrátum mutatható ki (4).A folyamat 

előrehaladtával a T-és B-sejtes iniltráció térben egyre jobban elkülönül, a B-sejtes régiók 

ectopiás nyiroktüsző szerkezetbe rendeződnek, mely a fokozódó polyclonalis immunglobulin-

termelés helyszíne lesz. További kölcsönös T- és B-sejtes stimuláció során megteremtődik az 

esélye egy-egy monoclonalis B-sejtvonal kialakulásának, majd B-sejtes lymphomába történő 

elfajulásának, ami a betegség legsúlyosabb potenciális kimenetelét jelenti (5). 

1.2.2. Szisztémás lupus erythematosus 

Az SLE a legváltozatosabb, egyik leggyakoribb és legsúlyosabb szisztémás autoimmun 

betegség. Csaknem valamennyi szervet érintheti, így a leggyakoribb ízületi és bőrtüneteken 

kívül sűrűn előfordulnak haematológiai cytopeniák, serositisek (pleuritis, pericarditis), és 

Raynaud jelenség is (6). Az esetek közel felében klinikailag szignifikáns glomerulonephritis 

alakul ki, mely kezelés nélkül gyakran végstádiumú veseelégtelenséghez vezet (7-10). 

További életfontos szervek is gyakran célpontjai az autoimmun gyulladásnak, így a tüdő, szív 

(endocarditis, myocarditis), a központi és perifériás idegrendszer. A betegség pathogenesisét 

igen komplex immunszabályozási zavar jellemzi. A polygénes alapú genetikai 

meghatározottsághoz kiterjedt epigenetikai elváltozások, elsősorban a genom globális 

hypometiláltsága társul. Környezeti tényezők közül az ultraibolya sugárzás, fertőzések, 

bizonyos gyógyszerek, női nemi hormonok (terhesség, fogamzásgátló kezelés), illetve 

dohányzás emelendő ki. Mind a veleszületett, mind az adaptív immunrendszerben sokrétű 

működészavar alakul ki, melynek fő eleme a sejtmagi komponensekkel kapcsolatos 

immunológiai tolerancia elvesztése (11, 12). A fiziológiás apoptosisal szemben, amikor a sejt 

halálát követően a maganyag effektor immunválasz indukálása nélkül kerül feldolgozásra a 
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fagocita sejtekben, SLE-ben a patológiás apoptosis, a sejtnecrosis vagy a neutrophil 

extracelluláris csapdák (neutrophil extracellular trap - NET) keletkezése kapcsán az 

elpusztuló sejtek kromatinállománya aktiváló módon kerül prezentálásra a T-sejtek felé (11, 

13). A nucleinsav-tartalmú particulumok Toll-like receptorok (TLR) közvetítésével aktiválják 

a plasmocytoid dendritikus sejteket, melyek nagy mennyiségű I. típusú interferont (IFN) 

termelnek. Az IFN-α és –β nagyszámú gén transzkripcióját indukálja (inteferon-szignatúra), 

melyek számos útvonalon át serkentik mind a T- és B-lymphocyták, mind a plasmasejtek 

működését. Igen fontos tényezője az SLE pathogenesisének a T-lymphocyták működészavara 

(14), mivel a T-sejtek funkciói számos ponton térnek el az egészséges személyek sejtjeitől. 

Néhány alapvető ilyen eltérés: a sejtfelszíni lipid-raftok korai aggregációs hajlama, a T-sejt 

receptor komplex összetételének megváltozása, a jelátviteli utak következményes eltolódása 

(a calcium-jel a normálisnál intenzívebb lesz, de pl. a MAP-kináz útvonal károsodik), a 

mitokondrium biogenesis és membrán-potenciál patológiássá válása (15, 16). Ezeken kívül 

még számtalan eltérés vezet ahhoz, hogy az SLE-s T-sejtek ingerküszöbe alacsonyabb lesz az 

autoantigén-stimulusokkal szemben, az aktivált T-sejtek apoptosis-érzékenysége csökken, B-

sejt stimuláló képességük fokozódik, ugyanakkor interleukin-2 (IL2) termelésük gátolt lesz, 

így károsodik pl. a regulátor T-sejt irányú differenciációs képességük is. (11, 17, 18). Mint 

látható, az apoptosis-reguláció károsodása számos ponton játszhat szerepet az SLE 

kifejlődésében (13). 

1.2.3. Rheumatoid arthritis 

Az RA a leggyakoribb krónikus polyarthritis, prevalenciája hazánkban 1:200, bármely felnőtt 

korosztályt érinthet, leggyakrabban az 5-6. évtizedben kezdődik. A szimmetrikus sokízületi 

gyulladás leggyakrabban a kezek és lábak kisízületeit, csuklókat és bokákat érinti, de az 

esetek többségében a térdek, vállak, könyökök gyulladása is kialakul. A kórkép 

jellegzetessége a proliferatív, destruktív synovitis, mely kezelés nélkül a porcok és az ízület-

környéki csontállomány pusztulásához, irreverzibilis ízületi deformitásokhoz, egyre 

súlyosbodó funkcionális károsodáshoz, mozgáskorlátozottsághoz vezet. Számos 

extraarticularis manifesztáció (interstitialis tüdőbetegség, pleuritis, pericarditis, vasculitis, 

mononeuritis multiplex, rheumatoid csomók) mellett egyre nagyobb szerepet tulajdonítunk az 

utóbbi időben az accelerált atherosclerosisnak, ami döntő szerepet játszik a betegségben 

megfigyelhető emelkedett mortalitásban (19). 

A betegek többségében RF és citrullilnált fehérjék elleni antitestek (ACPA) mutathatók ki. A 

kórkép – elsősorban a fenti antitestekre pozitív forma – pathogenesisében domináló a gén-

környezet interakciók egyik legjobban feltárt formája, a HLA-DR4 shared epitóp hordozás és 

a dohányzás szinergisztikus hatása: a shared epitópok valamelyikét hordozó személyekben a 

dohányzás hatására indukálódó szájüregi és légúti (szubklinikus vagy manifeszt) gyulladásos 

(parodontitis, chronicus bronchitis) környezetben a dohányfüst hatására fokozódó 

citrullinációs folyamat ACPA képződéséhez vezet (20, 21). 

Az antitestek további, nagyrészt ismeretlen lépések során a periarticularis osteoclastokhoz 

vagy a synoviocytákhoz történő közvetlen kapcsolódás révén gyulladásos cytokinek és 

chemokinek (IL1, IL6, tumor necrosis factor (TNF)-α, IL8, stb.) termelődését indítják be (22). 
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A fibroblast-szerű synoviocyták tartós, epigenetikusan rögzült proinflammatorikus fenotípus-

változásuk révén a fenti cytokineken kívül angiogenetikus, valamint porc- és csontbontó 

anyagok széles skáláját termelik, a chemokin-túltermelés és endothel-aktiváció lymphocyták, 

macrophagok, hízósejtek, plasmasejtek infiltrációját indukálja, és egy önfenntartó gyulladásos 

hálózattal bíró, proliferáló gyulladásos massza – pannus –alakul ki az érintett ízületekben 

(23). 

Az utóbbi években számos új gyógyszeres kezelési lehetőség vált elérhetővé, melyek 

alapvetően átírták a korábban leginkább csak a fájdalmas tünetek kontrolljára szorítkozó 

terápiás gyakorlatot. Manapság az elvárás a korai diagnózis, még az irreverzibilis elváltozások 

kialakulása előtt, és a hatékony betegségmódosító (disease-modifying antirheumatic drug – 

DMARD) kezelés indítása. Amennyiben a hagyományos DMARD (conventional - 

cDMARD) kezeléssel – methotrexát, leflunomid, ritkábban sulfasalazin, chloroquin, 

cyclosporin – nem érhető el a gyulladásos folyamat teljes kontrollja, a tartós remisszió (egyes 

esetekben alacsony betegség-aktivitás is elfogadható), biológiai DMARD-ok (bDMARD) 

adása indokolt. E monoclonalis antitestek közül jelen tézisek írásakor TNF-α-t, IL6-receptort, 

B-sejteket (anti-CD20), valamint a T-sejt kostimulációt gátló (CTLA4) monoclonalis 

antitestek állnak rendelkezésre, valamint újabban bevezetésre kerültek már a kis molekulájú 

szerek új generációját képviselő célzott szintetikus DMARD-ok (targeted synthetic DMARD 

– tsDMARD), ezen belül RA-ban konkrétan a Janus kináz gátló gyógyszerek is. Utóbbi két 

gyógyszercsalád a cDMARD-oknál hatékonyabban és célzottabban képes gátolni az RA 

aktivitását, ezáltal megállítani a csontdestrukciót jelző radiológiai progressziót, javítani a 

funkcionális állapotot és életminőséget, csökkentve a fáradékonyságot, a megnövekedett 

cardiovascularis kockázatot és megőrizve a munkaképességet. 

 

1.3. Háttér, problémafelvetés 

 

1.3.1. Sicca tünetek pathogenesise SS-ben– acetylcholin receptor elleni antitestek potenciális 

szerepe 

Az SS-ben kialakuló sicca tünetcsoport eredetéről a klasszikus elképzelés az, hogy az 

autoimmun gyulladásos folyamat által okozott mirigyállomány-pusztulás közvetlenül vezet a 

szekréciós kapacitás kimerüléséhez. Azonban a kezdetektől fogva tudott, hogy a gyulladás 

fokális, és az intenzíven infiltrált területek mellett a szövettani minták kiterjedten 

tartalmaznak látszólag ép mirigystruktúrákat (24). Klinikai tapasztalat és kutatási eredmények 

is azt mutatják, hogy az exokrin inszufficiencia mértéke fluktuációt mutat, és javulás is 

észlelhető a nyál- és könnytermelésben (25). Pontos hisztomorfológiai mérések nem mutattak 

összefüggést a nyáltermelés csökkenése és a nyálmirigyek szöveti destrukciójának mértéke 

között (26). Mivel SS-ben is viszonylag magas előfordulási gyakorisággal találkozhatunk 

autonóm neuropathiára utaló tünetekkel (27-37), és mivel pl. diabetes mellitusban az autonom 

neuropathia gyakran jár együtt xerostomiával ill. xerophthalmiával (38-39), ami egyes 

gyógyszerek anticholinerg mellékhatásai között is előfordulhat, felmerült bennünk, hogy a 

cholinerg stimuláció károsodása, mint egy potenciálisan reverzibilis tényező, szerepet játszhat 
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az SS-ben kialakuló sicca tünetek kialakulásában (40-43). Egy korábbi vizsgálatunkban azt 

találtuk, hogy az intracutan adott cholinerg agonista carbachol hatására SS-s betegekben 

szignifikánsan csökkent microvascularis vasodilatatio alakul ki, mint az egészséges 

kontrollokban, sőt gyakran teljes válaszképtelenséget tapasztaltunk a cholinerg agonistával 

szemben (44). Mivel e kísérleti elrendezésben az agonistát közvetleül a célszervhez (dermalis 

kiserek) juttattuk, a csökkent válaszkészséget nem lehetett autonom neuropathiával 

magyarázni, hanem receptoriális vagy posztreceptoriális szinten kellett az eltérést keresni. 

Hipotézisünk az volt, hogy autoantitestek alakulnak ki az acetylcholin-receptorral szemben, 

melyek gátolják a cholinerg neurotranszmissziót. 

E feltételezés alátámasztására a fenti kísérleteink idején két állatkísérletes közlemény 

szolgáltatott támogatást. Bacman és munkatársai patkány nyálmirigy extractumok vizsgálata 

során igazolták radioizotópos receptorkötési assay segítségével, hogy antitestek mutathatók ki 

SS-s betegek vérében, melyek a nyálmirigyekben domináns m3 altípusú muscarinszerű 

acetylcholin-receptoron (m3AChR) keresztül – specifikusan kötődnek a patkány 

nyálmirigyhez (45). Robinson és munkatársai pedig genetikailag módosított NOD-egerekben 

mutatták ki, hogy SS-s betegek széruma m3AchR-specifikusan gátolja a nyáltermelést a 

kísérleti állatokban (46). Humán receptorral szemben autoantitesteket azonban nem sikerült 

kimutatni: ugyan egy 25 aminosavból álló szintetikus peptiddel szemben leírtak 

immunreaktivitást SS-ben (47), de utóbb kiderült, hogy ez nem az m3AChR, hanem az 

m4AChR második extracelluláris hurokszakaszának felelt meg. Egy másik munkacsoport is 

sikertelenül próbálkozott ezen peptid elleni antitestek kimutatásával (48), sőt e második 

kutatócsoport már az m3AChR releváns peptidszakaszával is elvégezte ugyanezen ELISA 

méréseket, és szintén nem tudtak antitest-pozitivitást kimutatni (48). Így kísérleteink 

elindításakor kérdéses volt, hogy SS-benléteznek-e humán m3AChR-rel reagáló antitestek, és 

semmi további adat nem állt rendelkezésre ezen, egyelőre csak állatkísérletben felvetett 

antitestek funkciójáról, illetve további jellemzőiről. 

Ezért a 2000-es évek elején igyekeztünk elsőként megbízható vizsgálóeljárást kifejleszteni a 

humán AChR elleni autoantitestek kimutatására. Munkacsoportunk korábbi tapasztalatai 

alapján a viszonylag rövidebb peptid-szekvenciák jobban felveszik az eredeti térbeli 

formájukat, ha nagyobb fehérjéhez, pl. glutation-S-transzferázhoz (GST) kapcsoljuk fúziós 

formában (49). Így a nagy molekulák többnyire konformációs jellegű epitópjainak 

antigénként történő felhasználása során nagyobb hatékonyság várható a GST-fúziós formától, 

mint a „tiszta‖ lineáris peptidszakasztól. Kísérleteink során létrehoztunk rekombináns 

technikával egy AChR-specifikus peptidszakaszt és glutathion-S-transzferázt (GST) 

tartalmazó fúziós fehérjét. A peptidszakasz 25 aminosavból állt (első és utolsó 2-2 aminosav 

alapján KRAI-ként rövidítettük), kiválasztását a rendelkezésre álló szakirodalmi ismeretek 

alapján végeztünk (47), és ennek megfelelően az m4AChR második extracelluláris hurkán 

helyezkedik el. ELISA módszerrel teszteltük a KRAI peptidet egyrészt szintetikus peptid 

formában, másrészt az előbb említett GST-KRAI fúziós fehérje formában prezentálva 

antigénként. A szintetikus peptiddel szemben mi sem tudtunk az egészséges kontrolloktól 

különböző immunreaktivitást kimutatni SS-s és RA-s betegek szérumában, de a fúziós 

fehérjével szemben SS-ben szignifikánsan magasabb átlagos antitest-titert tapasztaltunk, mint 
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egészségesekben vagy RA-ban (50). Mivel kísérleteink során m4AChR-specifikus 

peptidszakaszt használtunk antigénként, a méréseknek konkrét relevanciája nem volt az SS 

pathogenesisével kapcsolatban, de megteremtette a metodikai feltételét annak, hogy a 

releváns, m3AChR vizsgálatát tűzhessük ki célként. 

 

1.3.2. A klinikai képet alakító pathogenetikai eltérések vizsgálata SLE-ben 

1.3.2.1. A galektin-1 szerepe az SLE-ben észlelhető T-sejt dysfunctio kialakításában 

A lektinek szénhidrátkötő fehérjék, melyek nagy affinitással és specifikusan kötődnek 

meghatározott cukorláncokhoz. A glikoproteinek szénhidrát-oldalláncaihoz kapcsolódva 

számos élettani folyamatot befolyásolnak. Így a fehérje-fehérje kölcsönhatásokon túl a 

fehérje-szénhidrát kapcsolatoknak is meghatározó szerepük van pl. a szövetek, szervek 

fejlődésében, a daganatok képződésében, valamint az immunrendszer jelátviteli 

folyamataiban. A Gal-1 a β-galaktozid-kötő lektinek családjába tartozik, specifikusan az 

emlőssejtek felszínén elhelyezkedő, elágazó N-glikánokon és O-glikánokon elhelyezkedő 

terminális N-acetyl-laktózamin motívumokhoz kapcsolódik (51). Számos ilyen struktúrát 

tartalmazó glikán található szinte minden sejt felszínén, így a Gal-1 és ligandjai fontos 

szabályozó funkciót töltenek be többek között a sejtadhézióban (52), sejtmigrációban (53), és 

az immunregulációban (54). 

A Gal-1 két anti-parallel β-lemezből áll, harmadlagos szerkezetében az N- és C-

terminálisok a molekula egyik pólusán, míg a szénhidrátkötő hely a másik póluson 

helyezkedik el. Natív állapotban többnyire homodimer formában fordul elő, de kisebb 

koncentráció esetén monomer formára disszociál, megtartva ugyanakkor affinitását a rá 

jellemző szénhidrát-struktúrák iránt (55). Kórélettani szempontból fontos, hogy a ligandjait 

képező glikánok sziálsav tartalma nagymértékben befolyásolja kötődését: a szénhidrát-

oldalláncok terminális α-2,3 vagy α-2,6-szializációja részben vagy teljesen meggátolja a 

kötődését (55-57).  

A Gal-1-t az immunrendszer számos sejtje expresszálja, így különösen a macrophagok 

(58), B-sejtek (59) és aktivált T-sejtek (60, 61), valamint mesenchymalis stromasejtek, 

melyek immunszuppresszív funkciókkal rendelkező multipotens őssejtek (62, 63). További 

forrásai a nyirokszervek és a gyulladásos szövetek endothelsejtjei (64). Nem hagyományos 

módon szekretálódik (65, 66), és mivel szekréciója után gyorsan visszakötődik a sejtfelszíni 

glikánokhoz vagy a kötőszöveti mátrix molekuláihoz, munkacsoportunk korábbi eredményei 

is alátámasztják, hogy hatásait elsősorban közvetlen sejt-sejt kontaktus révén fejti ki (67-70). 

Számos immunregulátor funkciót tölt be, különösen az aktivált T-sejtekre hatva (71, 72). 

Egyrészt azok apoptosisát okozza, mely hatás az aktivált T-helper-1 (Th1) és Th17 sejteken a 

legkifejezettebb, így elősegíti a Th2 és Treg irányú polarizációt. Ennek magyarázata az lehet, 

hogy a Th2 vagy Treg irányba differenciálódó T-sejtek felszínén intenzívebb szializáció 

fejlődik ki, mely védi őket a Gal-1 apoptotikus hatásától (73). A Gal-1-ről kimutatták, hogy a 

T-lymphocytákon számos sejtfelszíni struktúrához kötődhet, például CD45 (74), CD7 (75), 

vagy a különösen az immunológiai szinapszis fontos alkotóelemét képező GM1 gangliozid 
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(66,76), de ezen felül még számos, a kötési specificitásának megfelelő szénhidrát-motívumot 

hordozó glikoprotein is közvetítheti hatásait. Apoptotikus hatásmechanizmusának 

tisztázásához munkacsoportunk korábbi munkái is döntően hozzájárultak: eszerint nem 

Fas/FasL útvonalon (60, 77), hanem ismeretlen receptoron keresztül indítja el az apoptotikus 

folyamatot. Az általunk leírt mechanizmus szerint az Lck és ZAP70 kinázok aktiválódnak 

(78-79), melyet ceramid-felszabadulás (80) és a mitochondrialis membránpotenciál 

csökkenése követ. Végül kaszpáz-aktiváció révén az intracelluláris fehérjék és a 

kromoszómális DNS fragmentálódása következik be (81). Szintén munkacsoportunk tagjai 

voltak, akik rámutattak, hogy a Gal-1 nem szolubilis formában, hanem közvetlen sejt-sejt 

kontaktus révén fejti ki hatását (71). 

A Gal-1 hatásmechanizmusának további fontos eleme az, hogy aTreg sejtek igen nagy 

mennyiségben expresszálják, ami aktivációt követően tovább emelkedik (82). A Gal-1 

blokkolása neutralizáló antitest segítségével jelentősen csökkenti a Treg sejtek gátló hatásait, 

mind humán, mind egér modellekben (82). 

A Gal-1 az immunprivilégizált helyek kialakításában is kulcsszerepet játszik. A test 

ezen helyein az antigének nem váltanak ki gyulladást, ami aktív immunszuppresszív 

folyamatok eredménye. A természetes immunprivilégizált szervek, pl. here, elülső 

szemcsarnok, központi idegrendszer (83-85) mellett az anyai-magzati határfelszínen, illetve 

sajnos szolid tumorok környezetében is kialakul az immunválasz helyspecifikus gátoltsága 

(86-87). Az immunprivilégizált szervek kötőszövet sejtjeinagy mennyiségben termelnek Gal-

1-t. Ezzel összhangban kimutatták, hogy spontán abortusból származó placentaris szövetben 

szignifikánsan kevesebb Gal-1 található, mint arteficiális abortusból származóban (88), és a 

Gal-1 közvetlen immunprivilégizáló hatását is igazolták trophoblast sejtek vizsgálatával (89). 

A tumorok egyebek mellett a Gal-1 termelése révén tudnak „elrejtőzni‖ az immun-

surveillance elől (87). A Gal-1 gátlását mint terápiás lehetőséget vetették fel colon (90), emlő 

(91), vagy tüdő (92) carcinoma kezelésére. 

A Gal-1 eddig leírt, funciói, beleértve az immunszabályozó funkciót is, a molekula 

extracelluláris lektin szerepével függnek össze, míg az aktivált T-sejtekben de novo 

szintetizálódó, Gal-1 intracelluláris funkcióiról csak minimális ismereteink vannak. Egyik 

ismert feladata, hogy a Gemin4 fehérjével asszociációban elősegíti a spliceosomák 

összeszerelődését és így a pre-mRNS splicing-ot (93). A másik, eddig feltárt funkciója pedig, 

hogy a hRAS nanocluster részeként részt vesz az intracelluláris jelátviteli folyamatokban (94). 

Immunregulátor funkciói ismeretében nem meglepő, hogy több gyulladásos illetve 

autoimmun betegség állatmodelljében is fontos szerepe derült ki. Gal-1 előkezelés dózisfüggő 

módon gátolta a concanavalin-A-indukált hepatitis, és ennek részeként a hepaticus T-sejtes 

infiltráció kialakulását egérben (77). Kísérletes colitisben Gal-1 adása csökkentette a betegség 

aktivitási jeleit, és gátolta a bélnyálkahártya lamina propriájában levő T-sejtek IFN-γ 

termelését (95). Gal-1-deficiens egerekben erősebb Th1/Th17 választ kaptak in vivo antigén-

prezentáció hatására, és az ilyen állatok hajlamosabbak voltak experimentális autoimmun 

encephalomyelitis kialakulására, mint a kontroll egyedek (73).  
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SLE egérmodelljében (mrl/lpr egerekben) is vizsgálta egy munkacsoport a szolubilis 

Gal-1 hatásait, és azt találták, hogy adása gátolta a betegség kifejlődését, csökkentette az 

aktivált T-sejtek számát, fokozta a FoxP3 expresszióját, ezáltal növelte az állatok túlélését 

(96). A Gal-1 rheumatoid arthritises állatmodellben is terápiás hatásúnak bizonyult (97). 

Azonban humán mintákon még nem vizsgálták a Gal-1 SLE-ben betöltött szerepét. 

1.3.2.2. Sejtfelszíni glikozilációs mintázat és a lektinkötődés következményes eltérései T-

sejteken SLE-ben 

Az immunsejtek felszínének glikozilációs mintázata nagyban befolyásolja a környezeti 

hatásokra adott válaszukat. Specifikus kötődési tulajdonságaik miatt a lektineknek, mint 

jelzőanyagoknak, a sejtfelszíni „cukor-kód‖ kísérletes feltérképezésében is fontos szerepük 

van mind egészséges (98), mind beteg sejteken (99, 100). A proteoglikánok jellemzően igen 

komplex szénhidrát láncokat tartalmaznak, melyek számos, egymást követő glikozilációs 

lépés következtében épülnek fel és érik el végül érett, végleges formájukat (101). E 

glikozilációs lépések elsősorban az endoplazmás retikulum belsejében és a Golgi 

apparátusban történnek, az egyes szénhidrát-elemek hozzáadását az épülő lánchoz glikozil-

transzferázok, lehasításukat glikozidázok jól szervezett, szekvenciális működése biztosítja. 

Ezen lépéseket az 1. ábrán foglaltam össze. E két enzimcsaládnak emberben több mint 200 

tagja van, mennyiségüket és aktivitásukat transzkripciójuk, valamint sejten belüli 

lokalizációjuk szabályozása határozza meg (101, 102).  

Jelen munkánk szempontjából fontos glikozilációs lépéseket a következőkben 

foglaljuk össze: Az alfa-mannozidázok, mint pl. a MAN1A1-2 and MAN2A1-2 felelősek a 

mannózmolekulák eltávolításáért az N-glikánok szénhidrát láncairól a Golgi apparátusban 

(103). Ez a kezdeti lépés fontos a kezdetleges, mannózban gazdag láncok alkalmassá tételére 

további komplex, változatos lektinkötési specificitású szénhidrát-struktúrák kiépítése 

szempontjából (104). Ezt követően az N-acetylglükózaminil-transzferáz I-V (MGAT1-5) 

enzimek elágazásokat hoznak létre az N-glikán oldalláncokban. Ennek során a mannóz 

alaplánchoz az oldallánc első aminoglükozidjai, majd további N-acetyl laktózamin (LacNAc) 

egységek kapcsolódhatnak (105), létrehozva a Gal-1 nagy affinitású kötőhelyeit. Minél több 

elágazást tartalmaz egy szénhidrátlánc, annál nagyobb affinitása van a Gal-1 iránt (106). A 

létrejövő komplex poly-N-acetyllaktózamin láncok végül sziálsav„sapkát‖ kapnak az 

ST6GAL1 (α-2,6 sziálsav), illetve az ST3GAL3,4 és ST3GAL6 (α-2,3 sziálsav) szialil-

transzferáz enzimek működésének következtében (107). E terminális szializáció részben (α-

2,3 sziálsav) vagy teljesen (α-2,6 sziálsav) meggátolja a Gal-1 kötődését a szénhidrát-lánchoz 

(108). A neuraminidáz enzimek a szialil-transzferázok hatásait antagonizálják azáltal, hogy 

lehasítják a terminális sziálsavat. A legfontosabb neuraminidázok, melyek a 

plazmamembránhoz kapcsolódnak a NEU3 és a lizoszómákban és a plazma membránban 

egyaránt előforduló NEU1, melyek a szialil-transzferázokkal együtt kulcsszerepet játszanak a 

sejtfelszíni glikánok szerkezetének és így funkcióinak végleges kialakításában (109).  

A sejtfelszíni glikoprotein mintázat fontos szerepet játszik többek között a 

sejtadhézióban, migrációban, valamint az extracelluláris jelek érzékelésében és 

továbbításában a sejt belseje felé (110, 111). Számos veleszületett vagy szerzett betegségben 
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mutatták ki, hogy megváltozik a sejtfelszíni glikozilációs mintázat, pl. sokféle tumortípusban 

és autoimmun betegségekben is (112-115). Malignus daganatok esetében diagnosztikus és 

prognosztikus célokra is felhasználhatjuk a szénhidrát-struktúrák vizsgálatát (114, 116). 

Autoimmun betegségek vonatkozásában, legjobban az immunglobulinok glikoziláltsági 

állapotának változásait vizsgálták (117), és kimutatták, hogy az egyes immunglobulin-

alosztályok effektor funkcióit jelentősen befolyásolják a fehérjelánchoz kapcsolódó 

szénhidrát-struktúrák (118, 119). Több érdekes adat szól amellett, hogy a T-sejtek felszíni 

glikoziláltságának változásai kapcsolatosak lehetnek autoimmun betegségek kialakulásával. A 

T-sejt receptor N-glikoziláltságának zavara egerekben súlyos glomerulonephritis 

kialakulásához vezet (120). A szénhidrát-oldalláncok szerkezete fontos szabályozó szerepet 

tölt be a Major Histocompatiblitási Complex (MHC) antigén-prezentáló molekulák vagy a T-

sejt receptor antigén-kötésében és a következményes T-sejt aktiváció folyamatában, és ennek 

zavarait összefüggésbe hozták pl. gyulladásos bélbetegségek vagy sclerosis multiplex 

kialakulásával (121-125). A mannozidáz-II enzim hiánya állatmodellben immunkomplex-

mediált glomerulonephritist, hypocomplementaemiát és ANA-pozitivitást, vagyis lupus-szerű 

betegséget okoz (126). Azonban, hasonlóan a Gal-1-hez, a T-lymphocyták sejtfelszíni 

molekuláinak glikozilációs eltéréseit sem vizsgálták humán SLE-ben. 

 

1. ábra. Az N-kapcsolt protein-glikoziláció folyamata emlőssejtekben.  

Az ábra a fontosabb enzimatikus lépéseket, valamint az így kialakuló glikozilációs mintázat 

alapján létrejövő lektinkötő helyeket mutatja. Az emberi glikozilációs enzimeket kódoló 

géneket a megfelelő nyilak alatt tüntettük fel. Az adott lektin kötését meghatározó 

mintázatokat a szürke mezők emelik ki. Forrás: Cummings et al (127). A gének és a lektinek 

teljes nevét a 3.2.2. alfejezetben adjuk meg.  
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1.3.2.3. A TMEM203 szerepének vizsgálata SLE-ben 

Jól ismert, hogy az SLE, és több más szisztémás autoimmun betegség pathogenesisében az I. 

típusú IFN-k, vagyis az INF-α és IFN-β kulcsszerepet játszanak (128,129). A betegség 

legfontosabb autoantigénjeinek számító nucleoproteinek endosomalis vagy cytoplasmaticus 

mintázatfelismerő receptorokhoz kötődnek a természetes immunrendszer sejtjeiben, így a 

monocyta-macrophag sejtekben és a dendriticus sejtekben (130). Ezt követően különböző 

szignálutakon keresztül specifikus transzkripciós faktorok, az interferon-regulatory factorok 

(IRF-k) aktiválódását okozzák, megindítva az I. típusú IFN-ok transzkripcióját (131). Egyik 

ilyen jelpálya a Tank-binding kinase-1 (TBK1)/IRF3 útvonal, melynek fontos komponense az 

endosomalis STimulator of INterferon Genes (STING) fehérje (132). SLE szempontjából 

fontos, hogy a STING-et a kettős szálú DNS aktiválja, és ennek következménye a fokozott I. 

típusú IFN-termelés (133, 134). SLE-s betegek szérumából származó, apoptotikus termékeket 

tartalmazó microvesiculák IFN-termelést és ún. IFN szignatúrát (az IFN-ek által indukált 

gének összességét) indukálnak, részben a STING közvetítésével (135). A STING által 

indukált folyamatok pontos jellemzése, különösen SLE-ben, azonban még nem történt meg. 

Kollaborációs partner kutatócsoportunk tagjai korábbi, új proinflammatorikus mediátorokat 

kutató vizsgálataik során számos gént azonosítottak egér macrophag sejtvonalban, melyek 

addig ismeretlen, feltételezhetően gyulladást keltő fehérjéket kódolnak (136). Egyik ilyen 

endoplazmatikus fehérje a Transmembrane protein-203 (TMEM203) (137). Hiányában 

jelentősen csökken a TLR4 által indukált CXCL4 chemokin termelése, így felmerül, hogy 

kapcsolatban lehet a STING-mediált, I. típusú IFN-indukciós folyamatokkal. Mindezek miatt 

hasznosnak gondoltuk megvizsgálni expresszióját SLE-s betegekben egészséges kontrollokkal 

összehasonlítva, és összefüggést keresni a TMEM203 expresszió és az SLE aktivitása ill. 

egyéb jellemzői között. 

 

1.3.2.4. Antifoszfolipid antitestek szerepe az SLE nem-thromboemboliás mechanizmusú szervi 

manifesztációinak kialakulásában 

Az SLE-ben a mindennapi gyakorlatban használt autoantitest-meghatározások közül kiemelt 

szerepe van az antifoszfolipid antitestek (antiphospholipid-antitest: APA) ismeretének. Ezen 

ellenanyagok vizsgálatára legelterjedtebb az anti-cardiolipin (anti-CL) és az anti-β2-

glikoprotein-I (anti-β2-GPI) antitestek, valamint a lupus anticoaguláns (LA) meghatározása. 

Kimutatásuk nemcsak az SLE diagnózisához járul hozzá, ahogy a jelenleg elterjedt 

osztályozási rendszernek is részei, hanem az egyik legjobban definiált klinikai alcsoportot 

jellemzik a lupus-betegség-spektrumon belül. Az APA-pozitív betegekben jelentősen 

emelkedett mind a vénás, mind az artériás thromboemboliás események, valamint az 

ismétlődő magzati elhalás kockázata, és amennyiben ezen események már bekövetkeztek, 

antifoszfolipid-szindrómáról (APS) beszélünk (138). Az APA-k egyértelműen pathogén 

szerepet töltenek be az APS tüneteinek kialakulásában (139, 140). Az APA-k az akut klinikai 

tüneteket okozó, makroszkópos méretű vérrög-képződésen kívül több olyan szervi 

manifesztáció kialakításában is részt vesznek, ahol a microcirculatio vagy az endothel-funkció 

tartós és csak mikroszkópos vagy sejtélettani mérésekkel detektálható károsodása szerepel a 

háttérben, pl. a Raynaud tünet, migrén vagy akcelerált atherosclerosis (141-144). Nem 
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meglepő ezek ismeretében, hogy az APA jelenléte a visszafordíthatatlan szervi károsodás 

kialakulásának és a várható élettartam csökkenésének kockázatát hordozza (145).  

Bár az APA-pozitivitás és a vascularis események, valamint azok következményeinek 

kapcsolatát számos vizsgálat igazolta, nem foglalkoztak korábban azzal a kérdéssel, hogy ha 

SLE-s betegben APA mutatható ki, vagy APS-sel társul, ez milyen hatással van a nem-

thromboemboliás szervi manifesztációk kialakulásának esélyére. Tudjuk, hogy SLE-ben 

számos autoantitest-pozitivitás egy-egy jól definiálható betegség-alcsoport, vagy szervi 

manifesztáció kialakulásával jár együtt (146). Így az anti-SSA-pozitivitás a subacut cutan 

lupus vagy a magzati atrioventricularis blokk, az anti-C1q-pozitivitás a nephritis (147), vagy, 

sok adat szerint, az anti- riboszomális-P és az anti-NMDA-receptor antitest-pozitivitás a 

neuropszichiátriai manifesztációk, pl. a psychosis kifejlődésével mutat szoros asszociációt 

(148, 149). Az SLE igen heterogén kórlefolyása miatt fontos, hogy a diagnóziskor tapasztalt 

autoantitest-repertoár ismeretében pontosabban tudjuk előrejelezni a kórkép lefolyását, 

súlyosságát, fokozottan figyeljünk egyes szervi manifesztációk korai jeleire. 

 

1.3.3. A biológiai terápia leépítésének lehetőségei krónikus arthritisekben 

A rekombináns technikával előállított ún. biológiai terápiák, vagy újabb hivatalos nevezéktan 

szerint biológiai betegség-módosító terápiák a gyulladásos reumatológiai kórképek kezelését 

forradalmasító, az egyes kórképek pathogenesisének kulcsmolekuláival specifikusan reagáló 

fehérje természetű gyógyszerek. A célzott hatásmechanizmus a hatékonyság ugrásszerű 

növekedését eredményezte, ami teljes paradigmaváltást hozott a reumatológiai betegségek 

kezelésében (150,151). A gyógyszerek a betegek jelentős részében a gyulladásos folyamat 

remissziójához vezetnek, és kb. 10 évvel bevezetésük után kezdett előtérbe kerülni az a 

kérdés, hogy el lehet-e hagyni e gyógyszereket valaha is, ha egyszer RA-ban vagy AS-ben 

elindítottuk a kezelést. A kérdést részben a gyógyszerek hosszú távú esetleges káros 

hatásaival kapcsolatos óvatosság, másrészt a sok éves, évtizedes terápiák 

költséghatékonyságával kapcsolatos szempontok tették fontossá.  

Vizsgálataink indításakor, a 2010-es évek elején nagyon kevés információ állt rendelkezésre e 

téren. Az EULAR (European League Against Rheumatism) 2010-ben megjelentett ajánlása 

szerint RA kezelése során tartós remisszió estében először a corticosteroid terápia fokozatos 

csökkentése szükséges, majd steroidmentes további tartós remisszió esetén szóba jön a 

biológiai terápia elhagyása, legvégül pedig a DMARD terápia leépítése fontolható meg. 2010-

ben Saleem és munkatársai (152) kerestek a remisszió fennmaradásával kapcsolatba hozható 

paramétereket.  A felmérés során fizikális vizsgálat, képalkotó valamint immunológiai 

vizsgálatok alapján értékelték, hogy hogyan alakult a betegségaktivitás a sikeres anti-TNF 

kezelés leállítását követően. Az egyetlen szignifikáns prediktornak a diagnózis és a kombinált 

DMARD, illetve az anti-TNF kezelés indítása közötti minél rövidebb idő eltelte bizonyult.  

Az akkor legnagyobb esetszámú BeSt vizsgálat (153) során négyféle kezelési stratégiát 

hasonlítottak össze (szekvenciális monoterápia, step-up kombináció, kezdeti kombináció 

steroiddal, kezdeti kombináció infliximabbal). Tartós remisszió (a DAS44 értéke 2,4 alatt 

marad hat hónapon át) esetén elkezdték a terápiák leépítését, így a kezdeti infliximab 
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csoportban is, és csak a hagyományos DMARD kezeléssel folytatták a terápiát. A kezelési 

ágra került 120 beteg közül 77-nél sikerült tartós remissziót elérni infliximab kezeléssel, majd 

ennek elhagyása után 67 betegben (87%) az alacsony betegség-aktivitás és a radiológiai 

progresszió gátlása fennmaradt a következő két év során is (154). A betegek 56%-a pedig a 

további, átlagosan 7,2 év hosszú utánkövetés során is remisszióban maradt biológiai kezelés 

nélkül is (155). Ezen eredmények inspiráltak további vizsgálatokat, köztük saját kutatásainkat 

is. Ellentétben a BeSt vizsgálattal, melybe rövid betegség-fennállású betegek kerültek, az 

RRR vizsgálatban, melyet 102 japán beteg bevonásával végeztek, átlagosan 5,9 éves 

betegség-fennállás mellett vontak be olyan pácienseket, akiknél infliximab kezeléssel 

legalább 24 héten át tartó alacsony betegség-aktivitást (DAS28 < 3,2) sikerült elérni. Az anti-

TNF kezelés leállítása után 56 betegnél (55%) megmaradt az alacsony betegség-aktivitás egy 

éven át (156) és radiológiai vagy funkcionális progresszió sem következett be. Azok a 

betegek, akinél mégis szükséges volt az infliximab visszaadása, nem tapasztaltak gyakoribb 

allergiás mellékhatást az ismételt infúziók során. Hasonló arányban őrizték meg az alacsony 

betegség-aktivitást a HONOR vizsgálat betegei is, akiknél a sikeres adalimumab terápiát 

állították le, és a 6 hónapos adatok alapján 73%-uk betegség-aktivitása továbbra is 3,2-es 

DAS28 alatt maradt (157). Végül egy másik friss, nagy esetszámú vizsgálat, az OPTIMA 

study korai RA-s betegeinél (átlagosan 3,9 hónapos fennállás) 24 héten át methotrexát + 

adalimumab kezelést alkalmaztak, és ennek hatására 44%-uk alacsony betegség-aktivitás 

állapotába került. Majd ismételt randomizációt követően terápiájukat methotrexát + placebo 

vagy methotrexát + adalimumab adásával folytatták, és azon betegek 66%-ában is megmaradt 

az alacsony aktivitás, akiknél az adalimumab leállításra került (158). Elmondható volt tehát, 

hogy érdemes megfontolni az anti-TNF kezelés leállítását RA-ban hosszabb ideje fennálló 

remisszió esetén, az EULAR ajánlással is összhangban, de a relapsus esélye nem 

elhanyagolható, ami miatt a leállításban érintett betegek pontosabb azonosítása 

elengedhetetlen. 

Ami az AS-t illeti, Baraliakos és munkatársai adatai alapján a vizsgált betegek 24 %-ának 

betegsége már 12 héttel a leállítás után aktív volt, és a 36. hétig a betegek 90,5 %-ánál 

relapsus alakult ki (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index /BASDAI/ > 4) 

(159). Egy másik vizsgálatban a szerzők azt találták, hogy sikeres etanercept kezelés 

felfüggesztése után 12 héten belül a betegek 75%-ánál relapsus alakul ki, és a 24. hétre pedig 

az összes vizsgált személy betegség-aktivitása visszatért (160).  

A részben ellentmondó adatok motiváltak minket, hogy további adatokat gyűjtsünka biológiai 

terápia leállítását követő természetes betegség-lefolyásról, részben a hazai helyzet felmérése, 

részben a nemzetközi adatok bővítése érdekében. Ennek megfelelően felmértük három 

magyarországi arthrits centrum adatait, feldolgozva a biológiai terápia tartós leállítását 

követően a kórlefolyás alakulását RA, AS és arthritis psoriatica (AP) esetében, hogy 

meghatározzuk a relapsusok gyakoriságát, a remisszió hosszát, illetve olyan tényezőket 

keressünk, amelyek összefüggést mutatnak a remisszió fennmaradásával, illetve a relapsus 

fellépésével. 
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2. Célkitűzések 

 

2.1.1. Megvizsgálni, hogy különböző módszerrel előállított humán m3AChR-specifikus 

antigének használatával kimutathatók-e anti-m3AChR autoantitestek SS-s betegekben. 

2.1.2. Amennyiben igen, meghatározni ezen autoantitestek előfordulási gyakoriságát, klinikai 

korrelációit SS-ben, valamint felmérni az anti-m3AChR antitest-meghatározás diagnosztikus 

értékét SS-ben 

2.1.3. A feltételezett anti-m3AChR antitestek pathogenetikai szerepének megítélése céljából 

megvizsgálni kötődésüket a célszerv (nyálmirigy) antigénjeihez humán SS-s mintákon 

2.1.4. Az SS-ben észlelhető exokrin inszufficiencia okainak feltárása érdekében az anti-

m3AChR antitestek, valamint a vegetatív idegrendszert potenciálisan befolyásoló 

pszichológiai tényezőknek a feltérképezése, és korreláció keresése ezen paraméterek és az 

exokrin inszufficiencia között primer és szekunder SS-ben 

 

2.2.1. Az aktivált T-lymphocyták exogén Gal-1-re adott apoptotikus válaszának és endogén 

Gal-1 termelésének összehasonlítása SLE-s és egészséges személyek között 

2.2.2. A Gal-1 aktivált T-sejtekre kifejtett hatásai mechanizmusának felderítése: az endogén 

Gal-1 expresszió és az exogén Gal-1 által okozott apoptosis összefüggése, valamint a Gal-1 

hatása az Lck enzim lokalizációjára 

2.2.3. A sejtfelszíni glikozilációs mintázat, mint a Gal-1 (és számos más immunmoduláns 

lektin) kötődés egyik meghatározó tényezőjének analízise, és a proteoglikánok szénhidrát 

oldalláncainak szintézisét végző enzimek expressziójának vizsgálata SLE-s és egészséges 

kontroll személyek aktivált T-lymphocytáin 

2.2.4. Az I. típusú interferonok indukciójában szerepet játszó TMEM203 expressziójának és a 

betegség aktivitásával való kapcsolatának felmérése SLE-ben 

2.2.5. Az antifoszfolipid antitestek szerepének vizsgálata az SLE klinikai képének 

alakításában, a nem-thromboemboliás mechanizmusú szervi manifesztációk előfordulásával 

és a betegség-súlyossággal való összefüggés felderítése révén 

 

2.3.1. A biológiai terápiák leállítását követő betegség-lefolyás vizsgálata RA-ban és AS-ben, a 

biologikum-mentes remisszió prediktorainak keresése 
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3. Módszerek 

 

3.1. Sicca tünetek pathogenesise SS-ben– acetylcholin receptor elleni antitestek potenciális 

szerepe 

 

3.1.1. Anti-humán m3AchR antitestek kimutatására szolgáló eljárás kidolgozása és klinikai 

jelentőségének felmérése primer SS-ben 

Mivel felmerült bennünk, hogy SS-ben a sicca tünetek pathogenesisében az autonóm 

neurotranszmisszió receptoriális szintű gátlása is szerepet játszhat, célul tűztük ki, hogy 

m3AchR-rel reagáló autoantitestek kimutatására szolgáló vizsgálóeljárást fejlesszünk ki. 

Amennyiben anti-m3AChR antitesteket tudunk kimutatni, a továbbiakban ezek gyakoriságát 

és klinikai asszociációit is fel kívántuk mérni.  

3.1.1.1. Betegek 

Az első munkaszakaszban 40 primer SS beteg szérumát teszteltük (2002-es Amerikai-Európai 

Konszenzus Kritériumok (161); 38 nő, 2 férfi; átlagéletkor: 55 év /30-82/ - az átlagéletkor 

megadása után a dolgozatban végig dőlt zárójelben az életkori tartományt adom meg). A 

dolgozatban a Sjögren szindróma nómenklatúrát és az SS rövidítést használom végig a primer 

SS betegekre történő utalásként, követve azt a nemzetközi trendet, hogy a korábban elterjedt 

primer SS és secunder SS megkülönböztetés helyett csak Sjögren szindrómáról beszélnek, 

mely, ha másik autoimmun betegséghez társul, overlap Sjögren szindrómaként kerül jelölésre. 

Csak azokban az esetekben, ahol mindenképpen fontos volt megkülönböztetni primer és 

szekunder SS-t, hangsúlyoztam ki ezt a tényt. Kontrollként 40 egészséges személy vérmintáit 

használtuk (átlagéletkor: 49 /23-62/ év).  

Miután e betegpopuláción igazoltuk az anti-m3AChR-ek jelenlétét SS-ben (lásd alább), egy 

másik betegkohorszon arra a kérdésre kerestünk választ, hogy mennyire hasznos az anti-

m3AChR meghatározása a primer SS differenciál-diagnózisában, valamint a primer SS-s 

betegek csoportján belül asszociációt mutat-e az antitest jelenléte valamely klinikai 

paraméterrel. Ebben a programban 73 primer SS (pSS) beteget vizsgáltunk (70 nő, 

átlagéletkor: 55 /30-82/ év, Amerikai-Európai Konszenzus Csoport 2002-es kritériumai (161). 

A klinikai jelentőség megítélése érdekében négyféle, a pSS-től eltérő betegcsoporttal és egy 

egészséges kontrollcsoporttal hasonlítottuk össze a pSS-s betegek eredményeit: 1: RA-s 

betegek (36 nő, átlagéletkor: 56 /27-80/ év, Amerikai Reumatológiai Kollégium 1987-es 

osztályozási kritériumai (166); 2. 19 SLE-s beteg (16 nő, átlagéletkor: 40 /26-73/ év, 

Amerikai Reumatológiai Kollégium 1997-es átdolgozott kritériumai (167), 3. 14 secunder SS-

s (sSS) beteg (mindegyikük nő, átlagéletkor: 53 /32-63/ év, Amerikai-Európai Konszenzus 

Csoport 2002-es kritériumai (161); és 4. 22 olyan beteg, akit SS gyanújával utaltak 

Klinikánkra, de akinél végül a kivizsgálás végén nem igazolódott SS (21 nő, átlagéletkor: 52 

/21-78/ év – SS-suspect /SSsusp/csoport). Az egészséges kontrollokat 40 egészséges véradó 

alkotta (mindegyikük nő, átlagéletkor: 49 /23-62/ év). Az RA-s és SLE-s betegek között (1. és 
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2. csoport) nem lehettek olyanok, akiknél sSS felmerült (szubjektív sicca tünetek az 

osztályozási kritériumokban ismertetett kérdések (161) alapján, vagy csökkent könny vagy 

nyáltermelés /Schirmer teszt < 5 mm, stimulált nyáltermelés <2,7 ml/2 min). A 3. csoportban 

az SS-hez társuló betegség 7 esetben RA, 5 esetben SLE, 2 esetben pedig szisztémás sclerosis 

volt. A 4. csoportban a végső diagnózisok: hypothyreosis, fibromyalgia, depresszió, hepatitis 

C-asszociált sicca szindróma, gyógyszer-indukált sicca szindróma voltak. 

3.1.1.2. Antigén-készítés 

Először számítógépes program (Peptide Companion Version 1.231 - Coshisoft/PeptiSearch) 

segítségével immundomináns epitópokat prediktáltunk a humán m3AChR fehérjén (Swiss-

Prot databank Acc. No P20309). A három talált epitóp közül a fehérje második extracelluláris 

hurkán elhelyezkedő KRTVPPGECFIQFLSE (KRSE, m3AChR213-228) szekvenciát 

készítettük el kétféle módszerrel: Egyrészt szolid-fázis technikával (tBoc) (162) a 

peptidláncokat p-metilhidrilamin gyantán (0.48 mmol/g) elongáltuk ABI 430A automata 

segítségével, majd reverz-fázis HPLC technikával tisztítottuk és tömegspektrometriával 

ellenőriztük (49). 

Másrészt az 1.3.1. pontban említett tapasztalataink alapján a kiválasztot epitópot  

rekombináns fúziós fehérje formában is elkészítettük. A GST-KRSE fehérje előállításának fő 

lépései a következők voltak: a KRSE peptid complementer DNS-ének (cDNS) szintézise 

(163); GST (pGEX-6P-1, Pharmacia) C-terminális végéhez kapcsolása egy Gly-Ser spacer 

dipeptid közbeiktatásával; BamHI vektorral klónozás majd expresszió Escherichia coli-ban 

(164); tisztítás glutation-Sepharose affinitás kromatográfiával (Pharmacia). A GST-KRSE 

fúziós fehérjét nátrium-dodecil-szulfát – poliakrilamid gél-elektroforézissel (SDS-PAGE) 

jellemeztük. Az SDS gélben szétválasztott fehérjéket Coomassie blue festéssel vizualizáltuk. 

Az első munkafázisban mindkét antigént alkalmaztuk az ELISA mérések során, míg a 

második szakaszban már csak az első fázisban hasznosabbnak bizonyult GST-KRSE fúziós 

fehérjét. 

3.1.1.3. pSS-s betegek szérumából származó anti-KRSE monospecifikus ellenanyagok 

tisztítása 

pSS-s betegek szérumából anti-KRSE (m3AChR213-228) specifikus ellenanyagot tisztítottunk a 

következő módon: a GST-KRSE fűziós fehérjét GST Orientation kit (Pierce) segítségével 

kovalensen glutathion szilárd mátrixhoz kapcsoltuk a gyártó által leírtak szerint. A betegek 

teljes szérumát 1 órán át inkubáltuk a mátrix-szal, majd a kötődött ellenanygokat (anti-KRSE) 

glicin pufferrel (pH 2,8) eluáltuk, majd dializáltuk. Az eluátum fehérjetartalmát Bradford 

módszerrel mértük. A szérumokban levő anti-m3AChR ellenanyagokat és az affinitás 

kromatográfiával tisztított anti-m3AChR specifitású immunoglobulin frakció aktivitását 

Western blottinggal vizsgáltuk. A Western blottinghoz GST-KRSE fúziós fehérjét és 

kontrollként GST-t futtattunk SDS PAGE-n. A gélból a fehérjéket nitrocellulóz membránra 

(0,2 m, Schleicher and Schuell) transzferáltuk. A nitrocellulóz membránt SuperBlock 

Blocking Bufferrel (Pierce); blokkoltuk. majd teljes szérummal, vagy tisztított ellenanyaggal, 

majd tormagyökér peroxidázzal (HRPO) jelzett kecske ani-humán IgG-vel (Sigma) 
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hibridizáltuk Végül a rekciót H2O2 (szubsztrát) és 3,3’-diaminobenzidin tetrahidrokloriddal 

(kromogén) hívtuk elő. 

3.1.1.4 ELISA mérések 

A kiválasztott m3AChR szakasz antigenitását ELISA vizsgálattal mértük fel. Ennek során  

szintetikus peptidet (KRSE - m3AChR213-228, 8 g/lyuk) (well) kötöttünk az ELISA tálcához 

(ThermoLabs), és 4°C-on egy éjszakán át inkubáltuk. Oldószerként foszfát-pufferolt sóoldatot 

(PBS) (pH 7,4) használtunk. Egy órán át szobahőn SuperBlock Blocking Buffer (Pierce) 

oldattal blokkoltuk, majd az SS-s betegek ill. kontrollok szérumát (blokkoló oldatban 1:50 

arányban  hígitva) 2 órán át 37 °C-on inkubáltuk. Mosás után HRPO-val jelzett kecske anti-

humán IgG-t (1:10 000, Sigma) adtunk a reakcióhoz, és egy óra inkubáció után foszfát-citrát 

pufferben (pH 5,0) oldott H2O2–dal és o-fenilén-diaminnal (OPD) vizualizáltuk (30 perc 

sötétben történő inkubálás). A reakciót 4N kénsavval állítottuk le, majd a színreakció 

erősségét 492 nm hullámhosszon mértük fotométerrel.   

A rekombináns fúziós fehérjét hasonló lépések során teszteltük. Az eltérések a peptid ELISA-

tól a következők voltak: a használt antigén mennyisége 0,9 g/lyuk volt a GST-nél és 1 

g/lyuk a GST-KRSE fúziós fehérjénél, mivel a két komponens móltömege alapján ez 

biztosította az arányos GST-tartalmat. A fehérjéket 0,1 M Na2CO3 pufferben (pH 9,6) 

oldottuk, mely 10 mM dithiol-treitolt (DTT)-t is tartalmazott. A betegek és kontrollok 

szérumát pedig 1:100 arányban hígítottuk. Az egyes minták KRSE-specifikus optikai denzitás 

(OD) értékeit úgy kaptuk meg, hogy az adott egyén fúziós fehérje OD értékéből kivontuk a 

GST-vel szembeni reakció OD értékét.  

3.1.1.5 Gátlási assay 

Az antigén-antitest kötődés specificitását gátlási assay segítségével ellenőriztük. Öt beteg 

szérumát, mely minták magas pozitív reakciót adtak a KRSE-vel szemben, 1:50 arányban 

hígítottuk SuperBlock Blocking Buffer oldatban, majd 500 g/ml koncentrációban KRSE 

szintetikus peptidet adtunk az oldathoz. Másik kísérletben a gátlás koncentráció-függését 

mértük fel, ennek során a fenti öt szérumból kettőt választottunk ki, és hígítási sort 

készítettünk 0-200 g/ml KRSE peptid koncentrációkkal, a szérumot pedig 1:100 arányban 

hígítottuk a blokkoló oldatban. Irreleváns peptid kontrollként egy bullosus pemphigoid 

antigén peptidet használtunk (PGSTFERKTHVTRHAYEG - PGEG129-146). A hígított 

szérumokat KRSE peptiddel előinkubáltuk (1 óra 37 °C-on, majd éjszakán át 4 °C-on), majd a 

peptid ELISA fent leírt lépéseit ismételtük meg. Ezen inhibíciós vizsgálatokat a GST-KRSE, 

GST és PGEG129-146  kompetítor antigénnel is elvégeztük (1:200 szérumhígítás, 500 g/ml 

GST vagy GST-KRSE). Az antitestkötés százalékos gátlását a következő képlettel számoltuk: 

(1 – OD492
szérum+inhibitor

 : OD492
szérum

 ) x 100. 

3.1.1.6. Statisztikai módszerek 

Jelen dolgozatban az értékeket mindenhol átlag ± standard deviáció (SD) (normál eloszlás) 

vagy medián [25-75 percentilis] (nem-normál eloszlás), vagy esetszám /tartomány/ formában 

tüntetem fel. Statisztikailag szignifikánsnak mindenhol a p<0,05 értéket tekintettem, a további 
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határértékeket (pl. p<0,01, stb.) mindenhol külön jelölöm. A továbbiakban az egyes kísérletek 

statisztikai módszereinél csak az adott mérésekre specifikus eljárásokat ismertetem. 

Az SS-s és kontroll csoportot kétmintás t-próbával (folyamatos változók) vagy chi
2
 próbával 

(kategorikus változók) hasonlítottuk össze. Az anti-KRSE ill. anti-GST-KRSE mérések kóros 

tartományainak határértékét (cut-off) a kontroll személyek OD értékeinek átlaga + 2 SD-ben 

határoztuk meg.  

Az GST-KRSE antitestek mennyiségének összefüggését a különböző betegség-

paraméterekkel Pearson korrelációs teszttel (folyamatos változók, pl. életkor, betegség-

fennállás) vagy Spearman signed rank teszt (kategorikus változók, pl. immunszerológiai 

pozitivitás vagy szervi manifesztáció megléte) vizsgáltuk. Az extraglandularis manifesztációk 

számával fennálló korreláció vizsgálatát Jonckheere-Terpstra teszttel végeztük. A pSS-s és a 

többi csoport közötti összehasonlításokra variancia-analízist (ANOVA – post hoc tesztként: 

Dunnett-féle többszörös összehasonlító teszt) vagy chi
2
 tesztet végeztünk. Az anti-m3AChR 

antitest pozitivitás differenciál-diagnosztikai értékének felmérésénél meghatároztuk a teszt 

szenzitivitását és specificitását a primer SS vs egyenként az egyes egyéb betegcsoportok 

összehasonlítására, valamint a pozitív és negatív valószínűségi arányt („likelihood ratio‖), 

utóbbit a standard képletekkel: pozitív valószínűségi arány: szenzitivitás/1-specificitás, 

negatív valószínűségi arány: (1-szenzitivitás/specificitás). 

 

3.1.2. Az anti-m3AchR antitestek nyálmirigybeli kötődésének vizsgálata 

Miután igazoltuk a humán m3AChR-rel reagáló autoantitestek jelenlétét SS-ben, eredeti 

kérdésfelvetésünknek megfelelően arra kerestünk választ, hogy mennyiben játszhatnak ezek 

az antitestek szerepet az SS pathogenesisében. Állati szöveteket és humán nyálmirigy 

daganatos sejtvonalakat használva több kutatócsoport talált adatokat arra, hogy a SS-s betegek 

szérum immunglobulin frakciója gátló hatást fejt ki az m3AchR-mediált 

neurotranszmisszióra, azonban SS-s mintákon nem történtek vizsgálatok az anti-m3AChR 

antitestek reakcióiról. A kérdés megválaszolásához fontosnak tartottuk igazolni, hogy a 

vérben keringő autoantitestek egyáltalán kapcsolódnak-e a feltételezett célszerv, a 

nyálmirigyek m3AChR-jeihez. 

3.1.2.1. Betegek 

4 SS-s betegtől (3 nő, átlagéletkor: 54 /47-62/, mindegyik pSS, Amerikai-Európai Konszenzus 

Csoport 2002-es kritériumai), vettünk vérmintát. Hármuktól a rutin ajakbiopsziás mintából 

különítettünk el a diagnosztikához szükséges szövetmennyiségen kívül kutatásunk számára 

kisnyálmirigy-szövetet. Továbbá, normális kisnyálmirigy szövetmintát nyertünk egyébként 

egészséges, autoimmun betegségben nem szenvedő két személytől, akiknél egyéb okból 

(mucokele) került sor az ajkon szövet-eltávolítással járó műtétre. Negatív kontroll 

szérummintákat egészséges önkéntesektől kaptunk.  

3.1.2.2. Fénymikroszkópos immunohisztokémia 
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Az ajakbiopsziás mintákat Zamboni-féle fixáló oldattal (4% paraformaldehid, 0.1% 

glutáraldehid és 0.19% pikrinsav PBS-ben) rögzítettük. 20 μm vékony sorozatmetszeteket 

készítettünk cryostat-tal. 

1. Indirekt immunohisztokémia: Ennek során a két egészséges kontroll személy 

nyálmirigymintáinak metszeteit SS-s betegek szérumának 1:200 hígítású oldatával inkubáltuk 

48 óráig, majd peroxidázzal jelzett anti-humán IgG (SigmaAldrich) 1:666 hígított oldatával 

jelöltük meg a kötődést. A reakciót 3,3-diaminobenzidin (DAB) és 0,003% H2O2 oldattal 

történő 15 perces inkubáció után vizualizáltuk. 

2. Direkt immunohisztokémia: Három SS-s nyálmirigymintát közvetlenül reagáltattuk a 

jelzett másodlagos antitesttel, hogy megítéljük, milyen mintázatban találhatunk a 

nyálmirigybe már eleve (a betegben) bekötött IgG autoantitesteket. A lépések egyebekben 

megegyeztek az indirekt immunohisztokémiánál leírtakkal. Az egyes lépések között intenzív 

mosást végeztünk.  

3.1.2.3. Elektronmikroszkópos immuncitokémia 

A Zamboni fixáló oldatban levő ajakbiopsziás mintákat éjszakára,4 °C-on, glutáraldehid-

mentes fixáló oldatba tettük át, mely 10% szukrózt tartalmazott. Negyven μm vékony 

szeleteket vágtunk Vibroslices eszközzel. Az egészséges nyálmirigy-mintákat SS-s 

szérumokkal (1:500 hígítás) inkubáltuk 24 vagy 48 órán át (indirekt immunhisztokémia), míg 

a SS-s szövetmintákat kezeletlenül hagytuk (direkt immunhisztokémia). A szövetmetszeteken 

az immunreakciót Avidin-biotin immunoperoxidáz kit (Vectastain ABC, Vector Laboratories) 

segítségével DAB-bal hívtuk elő. Végül a mintákat 1% ozmium-tetroxid-dal utófixáltuk 60 

percig, dehidráltuk és Epon gyantába ágyaztuk. Ultravékony metszeteket készítve, uranil-

acetáttal és ólom-citráttal festve, Jeol 100 elektronmikroszkóppal vizsgáltuk.  

A SS-s szövetmintákat direkt immuncitokémiával vizsgáltuk, melynek során mindenben az 

előző bekezdésben írtak szerint jártunk el, kivéve, hogy elsődleges antiszérum adása nem 

szerepelt benne.  

Annak érdekében, hogy igazoljuk a vizsgált szérumok m3AChR-specifikus kötődését az 

indirekt fény- és elektronmikroszkópos vizsgálatokban, a következő kontroll eljárásokat 

alkalmaztuk:  

1. A primer antiszérum kihagyása 

2. Egészséges személyekből származó szérum alkalmazása elsődleges antiszérumként, 

mind a fénymikroszkópos immunhisztokémia (1:200 hígításban), mind az 

elektronmikroszkópos immuncitokémia (1:500) során (negatív kontroll). 

3. A 3.1.1.3. pont szerint tisztított és jellemzett anti-m3AChR-monospecifikus 

ellenanyag 70 μg/ml koncentrációjú oldatát használtuk primer antiszérumként, 1:10, illetve 

1:200 hígításban a fény-, illetve elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz. Az eluált oldat 70 

μg/ml töménységben tartalmazott fehérjét, melynek specificitását a 3.1.1.4. pontban leírt 

ELISA módszerrel is igazoltuk.  
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4. Az anti-m3AChR monospecifikus ellenanyag előinkubálása a KRSE peptiddel 

elektronmikroszkópos vizsgálatnál (inhibíciós vizsgálat). Ennek során a tisztított 

monospecifikus antitestet 1 mg/ml szintetikus KRSE peptiddel inkubáltuk 1 óra hosszat 37 

°C-on, majd 4 °C-on éjszakán át. A következő lépések megegyeztek az alapkísérleteknél 

írtakkal. Mértük, hogy az antigén-kötőhelyek KRSE peptiddel történő előzetes telítése 

specifikusan meggátolja-e a szérum kötődését.  

5. Szintén csak az elektronmikroszkópos vizsgálatoknál, primer antiszérumként 

polyclonalis anti-vasoactive intestinal polypeptide (VIP) szérumot is használtunk (1:1000 

hígítás; Peninsula Lab) elsődleges antitestként. Ennek alapja az volt, hogy a VIP szintén a 

cholinerg idegvégkészülékekben raktározódik, acetylcholinnal ko-lokalizációban (168), így 

jelenléte specifikusan rámutat a cholinerg idegvégződésekre 

 

3.1.3. Anti-m3AChR antitestek, valamint pszicho-szociális tényezők szerepe a sicca tünetek 

pathogenesisében primer és secunder SS-ben 

Végül a sicca tünetek kialakulását kissé tágabb perspektívából igyekeztünk megközelíteni, 

részben változatlanul az anti-m3AChR antitestek oldaláról, részben a szem- és szájszárazság 

hátterében gyakran felmerülő krónikus stressz és egyéb pszicho-szociális tényezők felől. E 

vizsgálatokat primer SS-s betegeken kívül egyéb autoimmun betegségekhez társuló secunder 

SS-s betegeken is elvégeztük. Célunk az volt, hogy megvizsgáljuk, egy jó definiált krónikus 

sicca tünetcsoportot mutató autoimmun betegcsoport körében milyen mértékben járul hozzá a 

fenti két tényező a klinikai kép alakításához. Emellett az időközben megjelent eredmények 

alapján igyekeztünk fejleszteni az anti-m3AChR ELISA eljárásunk pontosságát is, részben 

újonnan prediktált további antigenikus epitópok, részben további antigén-prezentációs 

technikák tesztelése révén. 

3.1.3.1. Betegek 

65 RA-s, 103 SLE-s, 76 pSS-s beteget vontunk be a vizsgálatba, és kontrollként 50 

egészséges személy vérmintáit használtuk. Mindhárom betegcsoport tagjai megfeleltek a 

korábban említett három osztályozási kritériumrendszer feltételeinek. A betegcsoportok 

demográfiai adatai a következők voltak (nő/férfi arány, átlagéletkor /életkori tartomány/): RA: 

54/11, 58 /22-82/ év; SLE: 94/9, 48 /25-74/; pSS: 74/2, 56 /30-76/.  

Mindegyik RA-s és SLE-s beteget szisztematikusan felmértünk sicca szindróma irányában, 

ami az Amerikai-Európai Konszenzus Kritériumok 1-4. pontja szerint történt: szubjektív sicca 

tünetcsoport fennállását állapítottuk meg, ha az első két kérdéscsoport 3-3 kérdéséből 

legalább egyre pozitív választ adott a beteg, míg objektív mirigyműködési zavart akkor 

tekintettük igazoltnak, ha a Schirmer teszt vagy a nem-stimulált nyáltermelés-mérés a 

kritériumokban rögzített tartományban volt. Ha legalább két alkalommal mind a szem, mind a 

száj vonatkozásában a szubjektív sicca tünetcsoport igazolódott, és ehhez legalább az egyik 

szerv vonatkozásában objektíven igazolható mirigyműködési zavar is társult, a beteget sicca 

szindrómásként kategorizáltuk. Ugyan törekedtünk arra, hogy a Kritériumok szerinti secunder 
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SS-t is igazoljuk, de mivel ehhez sok esetben ajakbiopsziás minta pozitivitása is szükséges lett 

volna, és e beavatkozást csupán a jelen kutatás céljaira nem tartottuk etikailag 

elfogadhatónak, így a vizsgálataink során secunder SS helyett a sicca szindróma 

definíciójának teljesüléséhez ragaszkodtunk.  

A betegek fő klinikai és immunszerológiai adatainak rögzítésén túl feljegyeztük a betegek 

kezelésében szereplő immunszuppresszív szereket (corticosteroid, methotrexát, leflunomid, 

azathioprin, chloroquin, mycophenolát mofetil, cyclosporin A, cyclophosphamid, sulfasalazin, 

anti-TNF, rituximab), valamint mindazon szereket, melyek anticholinerg vagy más 

mechanizmussal sicca tüneteket okozhatnak – antidepresszánsok, antipsychoticumok, 

antiepilepticumok, antihistaminok, stb. Egyik típusú gyógyszer szedése sem mutatott 

statisztikailag szignifikáns korrelációt a sicca tünetekkel a beteganyagunkban. 

3.1.3.2. Antigén-előállítás 

Mivel ezt a vizsgálatsorozatot több évvel a kezdeti munkánk után végeztük, az antigének 

kiválasztását és elkészítését, bár az alapkoncepció megegyezett a korábbiakkal, részben eltérő 

metodikával végeztük. Ezért jelen dolgozatban részletesen bemutatom ezen eltéréseket, míg a 

megegyező lépéseknél csak utalok a 3.1.1 alfejezetben leírtakra. 

A betegek vérében humán m3AChR-hez kötődő ellananyagokat kerestünk, ezért először ismét 

antigén-predikciót végeztünk, és jelen kísérleteinkhez a fehérje három immundomináns 

epitópját választottuk ki a ―Peptide Companion‖ Version 1.231 (Coshisoft/PeptiSearch) 

segítségével. A 185-228 aminosav-szekvenciát (AGSE) a második extracelluláris hurokról, 

amely a ligandkötőhelyet is magában foglalja (ez teljesen átfed a korábban használt KRSE 

peptiddel [ m3AChR213-228]), valamint az 506-521 (YNIP) peptidet a harmadik extracelluláris 

hurokról és a 360-377 (TRIC) peptidet a harmadik intracelluláris hurokról 

(https://www.uniprot.org/uniprot/P20309). Utóbbit azért választottuk, mert ugyan 

intracellulárisan helyezkedik el, de a prediktáló program – csupán a fehérje kémiai 

tulajdonságai alapján – nagy valószínűséggel jelölte epitópnak. A szolid fázisú peptidszintézis 

lépései megegyeztek a 3.1.1.2. alfejezetben leírtakkal. 

Korábbi tapasztalatunk alapján, mely szerint a peptid antigéneknél jobb eredményeket adnak 

ELISA mérések során a makromolekulákhoz konjugált epitópok, GST-fúziós peptid formában 

is elkészítettük az AGSE és az YNIP epitópot. A rekombináns peptid szintézisét és tisztítását 

a 3.1.1.2. alfejezetben ismertetett módon végeztük a jelen kísérleteink során is. Végül az 

AGSE peptidet, mely elhelyezkedése és az antigenitás-predikció alapján a legvalószínűbb 

autoantigén-jelölt volt, bovin szérum albuminnal (BSA) konjugált formában is elkészítettük, 

melynek során egy BSA molekulához 15-20 AGSE peptidet illesztettünk.  

3.1.3.3. ELISA mérések 

Az ELISA tálcák lyukaiba a fenti antigének oldatait pipettáztuk (1 µg/ml AGSE, 2 µg/ml 

YNIP és TRIC szintetikus peptidet, valamint 10 µg/ml GST-fúziós peptidet és BSA-konjugált 

antigént). Az ELISA mérések egyebekben a 3.1.1.4. pontban leírtak szerint történtek azzal a 

kivétellel, hogy a betegek és kontrollok szérumát 1:200 arányban PBS-TWEEN-ben 
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hígítottuk, a peroxidázzal jelölt anti-humán IgG-t pedig 1:2500 arányban, szintén PBS-

TWEEN-ben. A konjugált formáknál az antigénikus epitópra specifikus OD értéket úgy 

kaptuk, hogy a tálcán minden szérummintát GST-vel vagy BSA-val is reagáltattunk, majd 

ezek OD értékét kivontuk a konjugált formákéból.  

3.1.3.4. A pszichés státuszra vonatkozó állapotfelmérés  

Annak megítélésére, hogy az immunológiai tényezőkön kívül milyen mértkben járulhatnak 

hozzá pszichés faktorok a sicca tünetek kialakulásához, minden betegnél elvégeztük az SF-36 

(36-item short form health survey) és a FACIT (Functional Assessment of Chronic Illness 

Therapy) validált kérdőívek kitöltését (169, 170). Az SF-36 kérdőív a mentális és a testi jólét 

számos indikátorát vizsgálja, melynek segítségével a társadalmi funkciók, viselkedés, 

közérzet, életkedv, stressz és vitalitás számos paramétere rögzíthető. A FACIT fáradtság skála 

egy rövidebb, 13 kérdésből álló eszköz, mely az elmúlt hét során a különböző napi 

tevékenységek során megnyilvánuló fáradtság mértékét számszerűsíti. 

3.1.3.5. Statisztikai módszerek 

A három betegségcsoport közötti átlagos OD értékek közötti különbség statisztikai 

szignifikanciáját variancia-analízissel vizsgáltuk, az egyes csoportokat Bonferroni-féle 

korrekcióval analizáltuk. Az autoantitest-pozitivitást mutató betegek arányait chi
2
 teszttel 

hasonlítottuk össze a kontrollok és az egyes betegcsoportok között. A sicca tünetekkel 

jelentkező vagy azt nem mutató RA-s és SLE-s betegek között - attól függően, hogy 

folyamatos vagy kategorikus változóról volt-e szó – t-próbával vagy Fisher exact tesztttel 

hasonlítottuk össze a demográfiai, klinikai és immunszerológiai paramétereket, valamint az 

anti-m3AChR antitest-titereket és az SF-36 és FACIT skála eredményeit.  

 

3.2. A klinikai képet alakító pathogenetikai eltérések vizsgálata SLE-ben 

Ebben a fejezetben azon kísérleteinket gyűjtöttem össze, melyek az SLE pathogenesisének és 

a klinikai tünetek kialakulásának biológiai alapjait kutatták. A nagyrészt transzlációs jellegű 

kutatások SLE-s betegek aktivált T-sejtjeinek különböző paramétereit vizsgálták, a klinikai 

képpel összevetve. Ehhez kapcsolódva a vizsgált folyamatok élettani alapjainak humán és 

állatkísérletes minták segítségével végzett modellezését, másrészt – klinikai felmérés 

keretében – a már gyakorlatban használt immundetektálási metodikák (antifoszfolipid 

antitestek) klinikai asszociációinak vizsgálatát is elvégeztük.  

 

3.2.1. A galektin-1 szerepe az SLE-ben észlelhető T-sejt dysfunctio kialakításában 

A Gal-1 számos olyan sejtfolyamatot befolyásol, aminek SLE-ben is fontos szerepet 

tulajdonítanak, mint pl. T-sejt differenciáció vagy apoptosis-reguláció, és több autoimmun 

betegség állatmodelljében felmerült már szerepe, de SLE-ben még nem vizsgálták. Ezért célul 

tűztük ki expressziójának és sejtszintű hatásainak vizsgálatát SLE-s betegek aktivált T-
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lymphocytáin, valamint egérből, Jurkat T-sejtvonalból és egészséges személyekből származó 

sejtek felhasználásával. 

3.2.1.1. Betegek 

Felnőtt, aktív SLE-s betegeket vizsgáltunk. Feltétel volt, hogy megfeleljenek az Amerikai 

Reumatológiai Kollégium 1997-ben módosított kritérium-rendszerének (167). Az aktivitás 

feltétele az volt, hogy az SLE Disease Activity Index-2000 (SLEDAI-2K) index legalább 6 

legyen. A betegek lehettek frissen diagnosztizált esetek, vagy már diagnosztizált betegek, 

akiknél relapszus lépett fel. A méréseket megismételtük inaktív betegség-stádiumban 

(SLEDAI-2K<6), miután immunszuppresszív kezeléssel a betegség nyugalomba került. 

Fertőzés, tumor vagy társuló egyéb szisztémás autoimmun betegség kizárási ok volt. A 

második vérvétel idején feltétel volt, hogy 20 mg-nál kisebb adag prednisolonnak megfelelő 

corticosteroid kezelést kapjanak, és az egyéb fenntartó immunszuppresszív kezelés adagja is 

stabil legyen a megelőző két hónap során. Korban és nemben illesztett egészséges 

személyeket használtunk kontrollként. 

3.2.1.2. Perifériás vér mononuclearis sejtek (PBMC) szeparálása és aktiválása 

Ficoll (GE Healthcare) grádiens centrifugálással izoláltunk perifériás mononuclearis sejteket 

(PBMC) a vizsgálati alanyok véréből. Egyes méréseket nyugalmi állapotban is elvégeztünk, 

míg a sejtek másik részét 5 µg/ml phytohaemagglutinin-M-mel (PHA-M) vagy 1 µg/ml PHA-

L-lel stimuláltuk (SigmaAldrich) 72 órán át, 37°C-on100 IU penicillinnel, 100 µg/ml 

streptomycinnel, 2mM L‑glutaminnal és 10% foetalis borjúszérummal (FCS) kiegészített 

RPMI‑1640 médiumban (Gibco).  

3.2.1.3. Apoptosis teszt 

Mint említettem, a Gal-1 aktivált T-sejtekre kifejtett apoptotikus hatását nem szolubilis 

formában, hanem az indukáló (effektor) sejtek felszínén expresszálódva, sejt-sejt kontaktus 

révén fejti ki, így vizsgálatára kokultúrás kísérleteket végeztünk. A Gal-1 indukált 

apoptózishoz effektor sejtként HeLa humán cervix adenocarcinoma sejteket alkalmaztunk, 

melyeket Gal-1 complementer DNS-sel transzfektáltunk a korábban leírtak szerint (HeLa
Gal

) 

(71). Kontrollként mock transzfektált (HeLa
mock

) sejtvonalat használtunk. A HeLa humán 

cervix adenocardinoma sejtvonalat 37°C.hőmérsékleten 5% CO2 mellett tenyésztettük MEM 

(Gibco, Invitrogen) médiumban100 IU/ml penicillinnel 100 ug/ml streptomycinnel, 2 mM L-

glutaminnal és 10% FCS-sel kiegészítve. Az effektor (HeLa) sejteket 5×10
3
 sejt/minta 

mennyiségben 12 mm átmérőjű üveg fedőlemezre ültettük ki 24-luykú lemezben. A 

célsejteket (PHA-aktivált T-sejtek 2×10
5
 sejt/minta) Hoechst 33342 (100 ng/ml, 30 min, 37 

°C) festékkel jelöltük, és 400 µL médiumban a kitapadt HeLa sejtekhez adtuk és 16 óráig 

tartottuk őket kokultúrában. Utána a sejteket 4% paraformaldehiddel fixáltuk szobahőn 4 

percig, majd 1:20 hígításban AlexaFluor488 fluoreszcens festékkel konjugált Annexin V 

(Invitrogen) fehérjével jelöltük 30 percig szobahőmérsékleten sötétben a gyártó által 

meghatározott kálciumos kötő pufferben, majd a kokultúrás körlemezeket Fluoromount-G 

(Southern Biotech) segítségével tárgylemezre rögzítettük. A mintákat Axioskop 2Mot 

fluoreszcens mikroszkóp (Carl Zeiss) alatt (20x nagyítású objektív) AxioCam kamerával 
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fényképeken rögzítettük, és AxioVision 3.1 szoftverrel analizáltuk. A kontrasztot a könnyebb 

analizálhatóság érdekében Adobe Photoshop CS4 Extended programmal fokoztuk. Az 

apoptotikus sejtek arányát (relatív apoptosis arány – RAR) mintánként legalább 100 sejt 

leszámolásával határoztuk meg, a következő képlet segítségével:  % Annexin V-pozitív 

sejtarány a HeLa
Gal-1

  kokultúrában/Annexin V-pozitív sejtarány a HeLa
mock

 kokultúrában 

(171). 

3.2.1.4. Kvantitatív valós idejű reverz-transzkriptáz polimeráz láncreakció (RT-qPCR) 

A MIQE irányelveit követve (172) végeztük el az RT-qPCR vizsgálatokat. A PBMC-t (1-

3x10
6
 sejt) 1μg/ml PHA-L-lel aktiváltuk 72 órán át, majd mosás (kétszer PBS-sel) után az 

össz-RNS-t Nucleospin RNA II izoláló kit használatával (Macherey-Nagel) vontuk ki a gyártó 

előírásainak megfelelően. Complementer DNS (cDNS) reverz transzkripciójához 

reakciónként 2 μg RNS-ből indultunk ki, és 50 pmol oligo(dT18) és random hexamer primert, 

0.5 mM dNTP-t, 20 U RiboLock RNase Inhibitort és 200 U RevertAid H Minus Reverse 

Transcriptase-t (Thermo Fisher Scientific) használtunk. A reakciót 60 percig 42 °C-on 

végeztük, amit  10 perces 70°C-os hőinaktiválás követett. Az RT-qPCR-t AccuPower 2X 

Greenstar qPCR Master Mix (Bioneer) felhasználásával 0.5 µM adott primer koncentráció 

mellett a RotoGene3000 készülékben (Corbett Life Science, Qiagen) végeztük a következő 

programbeállítással: 10 perc 95 °C-os aktiválás után 95 °C-on 15 mp majd 60 °C-on 45 mp 

inkubáció ciklikus ismétlődése az amplifikáláshoz. A relatív génexpresszió 

meghatározáshozaz endogén RPL27 expresszióját használtuk, és küszöbérték (threshold 

cycle, Ct) használatával a relatív mRNS mennyiségeket (R) a következő képlet segítségével 

számoltuk ki: R = 2
Ct(RPL27)-Ct(Lgals−1)

. A felhasznált primer szekvenciákat az 1. Táblázat 

mutatja.  

 

 RPL27 LGALS1 

forward 5’-CGCAAAGCTGTCATCGTG-3 5’-GTCACTTTGCGGGGGTAG-3’ 

reverse 5’-CGCCAGCAACCTGAATCT-3’ 5’-CAGGTTCAGCACGAAGCTCT-3’. 

 

1. Táblázat. A Galectin-1 gén (LGALS) valamint a kontrollként használt RPL27 

expressziójának méréséhez használt primerek szekvenciái  

 

3.2.1.5. Jurkat sejtek 

Jurkat sejteket (human T-lymphocytás leukaemia eredetű T-sejtvonal) a Gal-1 cDNS-t 

hordozó retrovirális pLXSN vektorral transzfektáltuk, e sejtvonalat a továbbiakban J
Gal

-ként 

jelöljük. Kontrollként üres vektorral transzfektált Jurkat sejteket használtunk, melynek jele 

J
mock

.  A Gal-1 expresszióját Western blotting módszerrel ellenőriztük a J
Gal

 és J
mock

 sejtekben. 

A Jurkat sejteket 37°C hőmérsékleten 5% CO2 mellett tartottuk 100 IU/ml penicillint, 100 

ug/ml streptomycint, 2 mM L-glutamint és 5% FCS-t (Gibco, Invitrogen) tartalmazó RPMI 

1640  (Gibco, Invitrogen) médiumban.  
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3.2.1.6. Egér T-sejtek 

A Gal-1-indukált apoptózis mechanizmusainak jobb megértése érdekében végzett 

kísérleteinkhez egér eredetű T-sejteket használtunk fel, melyeket C57BL/6 egér vad típusú és 

Gal-1 génkiütött törzseinek (B6.Cg-Lgals1tm1Rob/J, 006337, Jackson Laboratory) 

nyirokcsomóiból szeparáltunk. A nyirokcsomókat RPMI tápoldatban szétnyomkodtuk, majd 

az így nyert homogén sejt-szuszpenziót kétszer mostuk PBS-sel és centrifugálással 

ülepítettük. Ezt követően a sejteket 10% FCS-t és 50µM β-mercaptoethanolt tartalmazó RPMI 

médiumban vettük fel, és 7,5µg/ml Concanavalin A-val (Sigma-Aldrich) aktiváltuk őket 72 

órán keresztül. 

3.2.1.7. Western blot analízis 

A sejteket lízis pufferben (10 mM Tris pH 7.5, 1%Triton X-100, 1 mM EDTA, 150 mM 

NaCl, 1 mM PMSF) lizáltuk (2 × 10
7
 sejt/mL puffer). A lizátumot 12%-os SDS-poliakrilamid 

gélen Page RulerTM előre festett fehérje molekulasúly marker mellett (Fermentas) futtattuk, 

majd az elválasztott fehérjéket elektromos árammal (20V feszültséggel, 16 órán át és 4˚C-on) 

nitrocellulóz membránra (Whatman® Protran®) transzferáltuk. A membránt 1 órán keresztül 

3% zselatint (Sigma-Aldrich) és 0,05% Tween® 20-at tartalmazó (Sigma-Aldrich) Tris 

pufferelt sóoldatban (TBST) szobahőn telítettük. A membrán szabad kötőhelyeinek telítése 

után 4˚C-on 1-1 órán keresztül a laborunkban előállított 2500× hígított nyúl anti-Gal-1 

ellenanyaggal (71), majd 3× TBST mosás után 3000× hígított HRP-konjugált anti-nyúl 

immunoglobulinnal (Dako) inkubáltuk a membránt. Felviteli kontrollként 10000× hígított 

nyúl anti-β-aktin ellenanyagot használtunk (Abcam). Az immunreaktív fehérjéket 

kemilumineszcens AmershamTM ECL Prime reagenssel (GE Healthcare Life Sciences) 

hívtuk elő, és CCD Chemi 410 kamerával felszerelt EC3 Imaging System munkaállomás 

segítségével készítettünk róla felvételt (Ultra-Violet Products). A felvételen a sávok denzitását 

VisionWorks®LS Image Acquisition and Analysis szoftverrel (Ultra-Violet Products) 

analizáltuk. 

3.2.1.8. A Gal-1 kimutatása Jurkat sejtekben indirekt immunfluoreszcens és áramlási 

citofluorimetria módszerrel 

A Jurkat sejteket 1% FCS-t és 0,1% NaN3-t tartalmazó hideg PBS-ben (áramlási 

citofluorimetria /FACS/-puffer) szuszpendáltuk. A Gal-1 kimutatására laboratóriumunkban 

kifejlesztett egér anti-humán Gal-1 monoklonális antitestet (2C1/6) (71) alkalmaztunk. A 

szekretált (sejtfelszíni) Gal-1 kimutatásához nem-permeabilizált sejteket használtunk. Az 

intracelluláris Gal-1 kimutatása érdekében a sejtmembránt az antitest hozzáadása előtt 0,1% 

Triton-X 100-at tartalmazó FACS-puffer hozzáadásával permeabilizáltuk és 4% 

paraformaldehiddel fixáltuk. Mindkét esetben az elsődleges antitesttel 45 percig jégen 

inkubáltuk a sejtket, majd kétszeri mosást követően a mintákat másodlagos antitesttel 

(NorthernLights557 - R&D Systems - festékkel jelzett szamár anti-egér IgG antitest) jelöltük. 

A mintákat ezután mikroszkópos tárgylemezre vittük fel Fluoromount-G (Southern Biotech) 

és egy üveg kör alakú fedőlemez segítségével, és konfokális lézer pásztázó mikroszkóppal 

(Olympus FV 1000) vizsgáltuk. Az áramlási citofluorimetria mérésekhez a permeabilizálatlan 

és permeabilizált J
Gal

 sejteket egér monoklonális biotinilált anti-humán Gal-1 ellenanyaggal 
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(2C1/6) és kecske anti-egér Atto488-al (Sigma-Aldrich) konjugált IgG-vel jelöltük és 

FACSCalibur áramlási citométerrel mértük fluoreszcenciájukat, CellQuest (BectonDickinson) 

szoftver segítségével. 

3.2.1.9. Az exogén Gal-1 hatása az Lck enzim lokalizációjára: immuncitokémia vizsgálatok 

A PBMC-ből izolált humán T-sejteket és a Jurkat T-sejteket különböző ideig (15 perctől 3 

óráig) tenyésztettük együtt a HeLa effektor tumorsejtekkel, majd a ko-kultúrát  4% 

paraformaldehiddel fixáltuk 4 percig szobahőn, ezután PBS-sel mostuk, és a fedőlemezeket 

FACS pufferrel telítettük 1 órán át. A fluoreszcein-izotiocianát (FITC)-konjugált egér anti-

Lck monoklonális antitestet (melyet saját laboratóriumunkban állítottunk elő /173/) 75 μg/ml 

L-(α)-lysophosphatidylcholin (SigmaAldrich) permeabilizálót tartalmazó FACS pufferben 

oldva adtuk hozzá a sejtekhez. Egy órás, jégen történő inkubálást követően anti-egér IgG-

NorthernLights-557 (R&D Systems) festékkel jelzett másodlagos antitesttel jelöltük a mintát. 

A sejt-sejt kontaktust Rhodamin-Phalloidinnel (Invitrogen) konjugált F-aktinnal tettük 

láthatóvá. A Fluoromount-G-vel tárgylemezre rögzített mintákat végül a 3.2.1.8. alfejezetben 

jelölt módon vizsgáltuk fluoreszcens mikroszkóppal 40x nagyítású objektívvel, vagy lézer 

pásztázó konfokális mikroszkóppal (Olymmpus FV 1000), 60× nagyítású objektívvel és zoom 

funkcióval. Az értékeléshez szükséges fotókat a minták 10, random módon kiválasztott, 

egymással nem átfedő régiójáról készítettük, és meghatároztuk az Lck lokalizációját aszerint, 

hogy a sejt-sejt kontaktus helyszínén (F-aktinnal átfedésben) vagy a sejt ellenkező oldalán 

(szekvesztrálódva) helyezkedik-e el. Ezt a következő egyenlet alkalmazásával 

számszerűsítettük: szekvesztrálódott Lck-t tartalmazó sejtek százalékos aránya = 

szekvesztrálódott Lck-t mutató T-sejtek száma a kiválasztott látóterekben / az összes, 

tumorsejttel kontaktusban levő T-sejtek száma ugyanezen területen × 100. A Gal-1 hatását 

úgy vizsgáltuk, hogy a HeLa
Gal-1

 tumorsejttel kapott százalékos értékből kivontuk a HeLa
mock

 

ko-kultúrában kapott százalékos értékeket.  

3.2.1.10. Statisztikai módszerek 

 A vizsgált összes paraméter normál eloszlásúnak bizonyult. A betegcsoportok (aktív 

és inaktív SLE) és a kontrollcsoport RAR és mRNS expresszió értékeit varianciaanalízissel 

hasonlítottuk össze, az egyes csoportok közötti különbségeket pedig Bonferroni post hoc 

analízissel. Az említett laboratóriumi kísérleti eredmények és a betegek klinikai adatai, 

valamint betegség-aktivitási paraméterei közötti korrelációt Pearson-féle korrelációs teszttel, 

illetve, többszörös összehasonlítások esetén, lineáris regresszióval vizsgáltuk.  

 

3.2.2. Sejtfelszíni glikozilációs mintázat és a lektinkötődés következményes eltérései T-sejteken 

SLE-ben 

A Gal-1 hatásainak vizsgálatánál figyelembe kell venni ligandjainak, a T-sejtek felszínén 

elhelyezkedő glikoproteinek szénhidrát oldalláncainak összetételét is. A sejtfelszíni 

glikozilációs mintázatnak jelentős diagnosztikai és prognosztikai szerepe van tumorsejtek 

esetében, de immunsejteken nagyon kevés ilyen vizsgálat történt, SLE-ben pedig egyáltalán 
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nincsenek adatok. Ezért célul tűztük ki a sejtfelszíni glikozilációs mintázat, és ezen belül a 

Gal-1 kötésének vizsgálatát SLE-s aktivált T-sejteken. 

3.2.2.1. Betegek 

A sejtfelszíni glikozilációs vizsgálatokhoz egyszer történt vérvétel. A beválogatási 

kritériumok megegyeztek az előző alfejezetben említett, aktív betegség idején alkalmazott 

kritériumokkal. A bevont betegek számát, demográfiai és betegség-aktivitási adatait a 2. 

Táblázat mutatja be. Megjegyzem, hogy nem minden beteg mintáit használtuk fel minden 

egyes kísérletnél, így az aktuális esetszámot minden kísérlet kapcsán az eredmények 

fejezetben külön feltüntetjük. Az egészséges kontrollokban semmilyen gyulladásos tünet vagy 

laboratóriumi eltérés nem volt. 

 

Csoport és esetszám Életkor Nő/férfi Betegség-aktivitási 

 paraméter 

SLE (n=18) 42 /23-54/ 17/1 

 
SLEDAI-2K 

  
14 /6-30/ 

anti-dsDNS (IU/mL) 
  

88 /2-220/ 

Kontroll (n=19) 54 /31-75/ 17/2 

 
 

2. Táblázat. A sejtfelszíni glikozilációs vizsgálatokban részt vevő betegek és kontrollok 

demográfiai adatai és betegség-aktivitási jellemzői 

A számok átlagértékeket jelölnek, zárójelben a minimum és maximum található. SLEDAI-2K: 

SLE Disease Activity-Index-2000, anti-dsDNS: kettős szálú DNS elleni antitest 

 

3.2.2.2. Lektinkötési assay 

A nyugvó vagy aktivált T-sejteket 30 percen át 4°C-on eFluor 660 fixálható viabilitási 

festékkel festettük (eBioscience), majd 4% paraformaldahiddel fixáltuk szobahőmérsékleten 4 

percen keresztül. Ezt követően fluoreszceinnel jelölt növényi eredetű lektinekkel (Vector 

Laboratories) inkubáltuk a sejteket 4°C-on 20 percig. A 3. Táblázat mutatja be az egyes 

lektineket és azok szénhidrát-specificitását, amit korábban már az1. Ábrán is bemutattunk. A 

Gal-1 kötés vizsgálatához a sejtek felszínére jelöletlen Gal-1-et (5 µg/mL) kötöttünk 4°C-on 

20 percig, a kötődést biotinilált egér anti-Gal-1 monoklonális antitesttel (2C1/6) (71) történő 

reakcióval mutattuk ki. Ennek során az antitesttel 4°C-on 45 percen át inkubáltuk a mintákat, 

majd FITC-jelölt Streptavidint adtunk a sejtekhez, szintén 4°C-on 20 percig inkubálva. A 

jelölt sejteket FACSCalibur (BD Biosciences) áramlási citométerrel analizáltuk. A teljes 

PBMC-én és az aktivált T-sejteken belül a CD3+ sejteket vizsgáltuk, melyeket anti-CD3 

ellenanyaggal jelöltünk ki (PE/Cy5-konjugált anti-humán CD3 antitest – BioLegend). 
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Lektinek Rövidítés Specificitás  
Hivat-

kozás 

Concanavalin A ConA Mannóz, glükóz (alacsony affinitás)  (127)  

Lens culinaris Agglutinin LCA core-fukozilált bi-antennáris N-glikán  (174) 

Wheat Germ Agglutinin  WGA GlcNAc, sziálsav  (175) 

Phaseolus vulgaris 

Leucoagglutinin 
PHA-L 

β-1,6-elágazó tri- és tetra-antennáris 

N-glikánok  (176)  

Sambucus nigra Agglutinin SNA α-2,6-kapcsolt sziálsav  (177) 

Galektin-1 Gal-1 LAcNAc  
(51, 

178)  

Enzim-családok Gének 

rövidítése 
 

Teljes gén-név 

Mannozidáz 
MAN1A1 

 Mannozidáz Alfa 1A Osztály 1. tag  

  
MAN1A2 

 Mannozidáz Alfa 1A Osztály 2. tag 

  
MAN2A1 

 Mannozidáz Alfa 2A Osztály 1. tag  

  
MAN2A2 

 Mannozidáz Alfa 2A Osztály 2. tag 

Acetylglükózaminil-transzferáz MGAT1 
 

Mannozil (Alfa-1,3-)-Glikoprotein Béta-1,2-

N-Acetylglükózaminil-transzferáz 

  
MGAT4A 

 
Mannozil (Alfa-1,3-)-Glikoprotein Béta-1,4-

N-Acetylglükózaminil-transzferáz Isozyme A  

  
MGAT4B 

 
Mannozil (Alfa-1,3-)-Glikoprotein Béta-1,4-

N-Acetylglükózaminil-transzferáz Isozyme B 

  
MGAT5 

 
Mannozil (Alfa-1,6-)-Glikoprotein Béta-1,6-

N-Acetyl-Glükózaminyl-transzferáz 

Szialil-transzferáz 
ST3GAL3 

 
ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-

transzferáz 3  

  
ST3GAL4 

 
ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-

transzferáz 4  

  
ST3GAL6 

 
ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-

transzferáz 6  

  
ST6GAL1 

 
ST6 Béta-Galaktózamid Alfa-2,6-Szialil-

transzferáz 1  

Neuraminidáz 
NEU1 

 Neuraminidáz 1 

3. Táblázat. A részleteket lásd a következő oldalon 
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3. Táblázat. A lektinkötési assay során használt lektinek, rövidítésűk és szénhidrátkötési 

specificitásuk (felső panel), valamint az összetett szénhidrát-struktúrák kialakításában részt 

vevő glikozilációs enzimek és azok génjeinek rövidítése (alsó panel) 

GlcNAC: N-acetyl-glükózamin, LAcNAc: N-acetyl-laktózamin 

 

3.2.2.3. Neuraminidáz kezelés 

Annak eldöntésére, hogy a Gal-1 sejtfelszíni kötődését befolyásolja-e a sejtek sziálsav-

tartalma (szializáltsága), a sziálsavat lehasító neuraminidázzal kezeltük az aktivált T-sejteket, 

majd megismételtük az előző pontban említett Gal-1 kötődési méréseket. A neuraminidáz 

kezelést 2x10
6 

aktivált T-sejtet tartalmazó mintákon végeztük, melyeket α2-3,6,8 

neuraminidázzal (α2-3,6,8 Neu) (New England BioLabs) inkubáltunk 15 percen át 37°C-on.  

3.2.2.4. Kvantitatív valós idejű polimeráz láncreakció (RT-q-PCR) 

A gének nevei a 3. Táblázatban szerepelnek. A vizsgálat fő lépései hasonlóak a 3-2. 

alfejezetben írtakhoz, az eltérések a következők: az aktivált T-sejtekből PerfectPure RNA 

Cultured Cell kit (5 PRIME) segítségével izoláltuk a teljes RNS-t. A komplementer DNS 

szintéziséhez 1.66 µM oligo(dT18)-t és  10 U RiboLock RNase Inhibitort használtunk. Az 

RPL27-re normalizált log2-transzformált relatív mRNS expressziós értékeket a ΔCt = CtRPL27-

CtGOI képlet alkalmazásával kaptuk meg. Az mRNS expressziós arányt a ΔCt X gén – ΔCt ygén 

képlet segítségével számoltuk ki. A primer szekvenciákat vagy korábbi publikációkból (179-

182) vettük át, vagy a Universal Probe Library Assay Design program (Roche) segítségével 

tervezük meg (4. Táblázat). 
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RPL27: 

 

 5’-CGCAAAGCTGTCATCGTG-3’ 

 5’-GTCACTTTGCGGGGGTAG-3’ 

 
Galektin-1 (LGALS1): 

 

 5’-CGCCAGCAACCTGAATCT-3’ 

 5’-CAGGTTCAGCACGAAGCTCT-3’. 

 
Mannozidáz Alfa 1A Osztály 1. tag (MAN1A1): 

 

 5’-TTGGGCATTGCTGAATATGA-3’ 

 5’-CAGAATACTGCTGCCTCCAGA-3’ 

 
Mannozidáz Alfa 1A Osztály 2. tag (MAN1A2): 

 

 5’-GGAGGCCTACTTGCAGCATA-3’ 

 5’-GAGTTTCTCAGCCAATTGCAC-3’ 

 
Mannozidáz Alfa 2A Osztály 1. tag (MAN2A1): 

 

5’-CCTGGAAATGTCCAAAGCA-3’ 

5’-GCGGAAATCATCTCCTAGTGG-3’ 

 
Mannozidáz Alfa 2A Osztály 2. tag (MAN2A2): 

 

5’-TCCACCTGCTCAACCTACG-3’ 

5’-TGTAAGATGAGTGCGGTCTCC-3’ 

 
Mannozil (α-1,3-)-Glikoprotein β-1,2-N-

Acetylglükózaminil-transzferáz (MGAT1): 

 

5’-CGGAGCAGGCCAAGTTC-3’ 

5’-CCTTGCCCGCAGTCCTA-3’ 

 
Mannozil (α-1,3-)-Glikoprotein β-1,4-N-

Acetylglükózaminil-transzferáz A (MGAT4A): 

 

5’-CATAGCGGCAACCAAGAAC-3’ 

5’-TGCTTATTTCCAAACCTTCACTC-3’ 

 
Mannozil (α-1,3-)-Glikoprotein β-1,4-N-

Acetylglükózaminil-transzferáz B (MGAT4B): 

 

5’-CACTCTGCACTCGCTCATCT-3’ 

5’-CACTGCCGAAGTGTACTGTGA-3’ 

 
Mannozil (α-1,6-)-Glikoprotein β-1,6-N-

Acetylglükózaminil-transzferáz (MGAT5): 

 

5’ GCTCATCTGCGAGCCTTCT-3’ 

5’-TTGGCAGGTCACCTTGTACTT-3’ 

 
Béta-1,4-Galaktoziltranszferáz 1 (B4GALT1): 

 

5’-CTAGCAACTTGACCTCGGT-3’ 

5’-CATTTGGGTTCTGCTTTGCC-3’ 

 
Béta-1,4-Galaktoziltranszferáz 3 

 (B4GALT3): 

 

5’-GAGGATGACGACATTGCTACC-3’ 

5’-TCGGTGCTTCACCATCTTATAG-3’ 

 
ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-transzferáz 3 

(ST3GAL3): 

 

5’-TATGCTTCAGCCTTGATG -3’ 

5’-TTGGTGACTGACAAGATGG -3’ 

ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-transzferáz 4 

(ST3GAL4): 

 

5’-ATGTTGGCTCTGGTCCTG-3’ 

5’-AGGAAGATGGGCTGATCC-3’ 

 
ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-transzferáz 6 

(ST3GAL6): 

 

5’-TCTATTGGGTGGCACCTGTGGAAA-3’ 

5’-TGATGAAACCTCAGCAGAGAGGCA-3’ 

 
ST6 Béta-Galaktózamid Alfa-2,6-Szialil-transzferáz 

1 (ST6GAL1): 

 

5’-TGGGACCCATCTGTATACCACT-3’ 

5’-ATTGGGGTGCAGCTTACGAT-3’ 

 
Neuraminidáz 1(NEU1): 

 

5’- CCTGGATATTGGCACTGAA -3’ 

5’- CATCGCTGAGGAGACAGAAG -3’ 

 
4. Táblázat. A részleteket lásd a következő oldalon 
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4. Táblázat. A glikozilációs enzimek expresszióját vizsgáló RT-qPCR kísérleteknél 

alkalmazott primer szekvenciák. 

Mindegyik enzimnél az első a forward, a második a reverz szekvencia 

 

3.2.2.5. Statisztikai analízis 

A betegek és a kontrollok adatait kétmintás, párosítatlan t-próbával hasonlítottuk össze, 

kivéve a neuraminidáz-gátlásos kísérletet, ahol ugyanazon minta mérési eredményeit 

párosított t-próbával analizáltuk.  

 

3.2.3. A TMEM203 szerepének vizsgálata SLE-ben 

Az SLE-ben észlelt T-sejt diszfunkciót vizsgáló kutatásainkban egy másik szabályozó 

folyamat, a TMEM203 proinflammatorikus molekula expressziójának vizsgálatát is célul 

tűztük ki, abból kiindulva, hogy felmerült a molekula kapcsolata a TLR4-STING-I. típusú 

IFN reakcióúttal. 

3.2.3.1. Betegek 

Ebbe a vizsgálatba is aktív, felnőtt (18-80 éves kor) SLE-s betegek kerültek bevonásra. A 

betegség legalább egy szervrendszerben aktivitási jeleket mutatott, beválasztási és kizárási 

kritériumok egyebekben megegyeztek a 3.2.1.1. alfejezetben ismertetett feltételekkel. Egy 

alkalommal, aktív betegség időszakában történt a vérvétel.   

3.2.3.2. Kvantitatív real-time PCR vizsgálat 

A korábban leírtak szerint a betegek perifériás véréből izolált PBMC-t aktiváltuk, majd teljes 

RNS-t vontunk ki a sejtekből, és RT-qPCR módszerrel vizsgáltuk a TMEM203, a STING, 

valamint egy jól ismert, IRF-3-t indukáló antiviralis adapter protein, a Mitochondrial antiviral 

signaling protein (MAVS) mRNS mennyiségét. A felhasznált primerek a következők voltak: 

STING: Hs01060665_g1; TMEM203: Hs01057884_s1; MAVS: Hs00736955_g1. A 

laboratóriumi eljárások egyebekben megegyeztek a 3.2.1.2. és 3.2.1.4. pontokban írtakkal. A 

relatív génexpressziót a béta-aktin mRNS expressziós szintjéhez viszonyítva adtuk meg. A 

TMEM203 relatív mRNS-expressziós értékek és a betegség-aktivitási paraméterek közötti 

korrelációt Spearman-féle rangkorrelációs teszt segítségével analizáltuk. 

 

3.2.4. Antifoszfolipid antitestek szerepe az SLE nem-thromboemboliás mechanizmusú szervi 

manifesztációinak kialakulásában 
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Fenti, alap- ill. transzlációs kísérletes munkáink mellett egy klinikai felmérést is bemutatok, 

melynek során arra voltunk kíváncsiak, hogy az APA-k a jól ismert thrombogén 

mechanizmusaikon kívül prediktív értékkel bírnak-e az SLE további manifesztációinak 

megjelenésére. 

Ez a munka egy retrospektív kohorszvizsgálat volt, melybe a Klinikánkon gondozott felnőtt 

SLE-s betegeket vontuk be válogatás nélkül, konszekutív módon. A betegek megfeleltek az 

Amerikai Reumatológiai Kollégium átdolgozott osztályozási kritériumrendszerének (167). A 

betegek 91%-a (n= 204) nő volt, átlagéletkoruk a vizsgálat időpontjában 49 /20-92/ év volt, a 

diagnózis óta eltelt idő pedig 13 /0-49/ év.  

Az APS diagnózisát a Sydney kritériumok alapján állítottuk fel (138). Antifoszfolipid antitest 

(APA)-pozitivitást akkor regisztráltunk, ha legalább 12 hét különbséggel, két alkalommal a 

lupus anticoaguláns (LA), az anti-cardiolipin (anti-CL) vagy az (anti-β2GPI) IgG és/vagy IgM 

pozitív volt.   

A felmérés során három csoportot hoztunk létre: SLE APA nélkül, SLE+APA, SLE+APS. 

Összesen 31 SLE, illetve APS manifesztációt (klinikai tünet, szervi érintettség, laboratóriumi 

eltérés) mértünk fel a betegekben, melyeket az SLE klinikai vizsgálataiban szokásos 

nevezéktanok, mint pl. a British Isles Lupus Activity Group (BILAG) vagy a SLEDAI-2K 

aktivitási indexek meghatározásánál használatos definíciók szerint állapítottunk meg. Külön 

kiemeltük az ún. major manifesztációkat, vagyis vese, központi idegrendszer, tüdő és a szív 

(myocardium ill. billentyűk) érintettségét. A haematológiai érintettség során a következő 

határértékeket alkalmaztuk: SLE által okozott haemolyticus vagy nem-haemolyticus anaemia 

(haematocrit <35%), leukopenia (fehérvérsejtszám < 4.0 G/l), lymphopenia (lymphocytaszám 

<1.5 G/l) és thrombocytopenia (thrombocytaszám < 100 G/l). Természetesen minden 

manifesztáció esetén csak a valóban SLE által okozott eltéréseket vettük figyelembe. 

Rögzítettük a betegek immunszerológiai profilját is, mint antinuclearis antitest (ANA), anti-

dsDNS, anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-U1RNP, aCL, anti-β2GPI antitestek és az LA 

pozitivitását, valamint a C3 vagy C4 hypocomplementaemiát. Ezen eltéréseket standard 

immunszerológiai mérésekkel (ELISA, LA-érzékeny koagulációs tesztek, nefelometria /C3, 

C4/végezték el Egyetemünk Laboratóriumi Medicina Intézetében. Végül feljegyeztük a beteg 

által valaha kapott immunszuppresszív kezelés (corticosteroid, azathioprin, methotrexát, 

cyclophosphamid, cyclosporin, chloroquin, B-sejt gátló biologikum) adatait. Az összes 

paraméter gyakoriságát chi
2
 próbával hasonlítottuk össze a három említett csoport között. 

 

3.3. A biológiai terápia leépítésének lehetőségei krónikus arthritisekben 

A biológiai terápiák hosszú távú alkalmazásának indokoltsága, a kezelések leállítása vagy 

dózisuk csökkentése egy jelenleg is zajló prospektív vizsgálatunk tárgya. Ennek 

megalapozására, a biológiai kezelés elhagyása kockázatának megítélésére először egy hazai 

multicentrikus vizsgálatot szerveztünk, melyben „real-life‖ adatokat kívántunk gyűjteni a 

biológiai terápiák elhagyását követő betegség-lefolyásról. 
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Ez a felmérés egy retrospektív, többközpontos kohorszvizsgálat volt. Három arthritis centrum 

(Debreceni Egyetem Reumatológiai Tanszék, Békés Megyei Pándy Kálmán Kórház 

Reumatológiai Osztály, Gyula, valamint Klinikánk) azon RA-s, AS-s és AP-s betegekeinek 

adatait gyűjtöttük össze, akiknél a biológiai terápia valamilyen okból tartósan leállításra 

került, és feldolgoztuk az ezt követő betegség-lefolyás adatait. A betegeket a hatályos szakmai 

irányelvek és finanszírozási protokollok alapján kezeltük előzetesen anti-TNF vagy – RA 

esetén – más biologikummal, majd a kezelést különböző okok miatt leállítottuk. A tartós 

leállítást úgy definiáltuk, hogy az alkalmazott biológiai terápiát a beteg legalább a felmérés 

előtt egy 1 hónapja (rituximab esetén legalább 7 hónapja) már nem kapta, és különböző okok 

miatt az elindítására jelenleg sem került sor. A vizsgálatba válogatás nélkül, konszekutívan 

vontuk be valamennyi, a kritériumokat teljesítő beteget.  

A három Arthritis centrum teljes beteganyagát feldolgozva összesen 175 ilyen beteget 

azonosítottunk. Közülük 126-an RA (27 beteg szegedi, 51 beteg debreceni és 48 beteg a 

gyulai centrumból), 38-an AS (11 szegedi, 3 debreceni és 24 gyulai), és 11-en AP (1 szegedi, 

1 debreceni és 9 gyulai) betegségben szenvedtek. Rögzítettük a betegek legfontosabb 

demográfiai adatait és betegség-paramétereit, a megelőző biológiai és nem-biológiai 

kezelések fajtáit és hosszát, a diagnózistól a biológiai kezelés elindításáig eltelt időtartamot, 

valamint feljegyeztük a biológiai terápia tartós leállításának okát. 

Az utánkövetési vizsgálatokat a biológiai terápia tartós leállítását követően továbbra is 

gondozásra járó betegek között végeztük.Az RA-s betegek 64,2 %-ban (81 beteg), az AS-s 

betegek 44,7 %-ban (17 beteg), míg AP esetében 18,1 %-ban (2 beteg) állt rendelkezésre 

utánkövetési adat. Mivel az AP-s betegek száma nagyon alacsony volt, az  utánkövetési 

adatokat csak RA és AS esetében értékeltük ki. A betegség-aktivitást RA esetén a DAS28, AS 

esetén a BASDAI index segítségével határoztuk meg. Az EULAR ajánlások szerint az 

alacsony betegség-aktivitást 3,2 alatti DAS28 esetén, míg magas betegségaktivitást 5,1 feletti 

DAS28 esetében definiáltuk, illetve BASDAI esetében alacsony betegségaktivitásról 2,1 alatt 

beszélünk, míg magas betegségaktivitásról 4,0 felett. Relapsust akkor állapítottunk meg, ha a 

betegségaktivitás a korábbi alacsony vagy közepes értékről magasra változott. Remisszióról 

pedig akkor beszéltünk, ha a betegségaktivitás alacsony maradt két egymást követő vizit 

alkalmával. Meghatároztuk a leállítás utáni remisszió hosszát, valamint a relapsusig eltelt 

időtartamot. Az egyes beteg-alcsoportok közötti statisztikai különbséget kétmintás t-próbával 

vagy chi
2
 próbával vizsgáltuk, míg az egyes paraméterek és a folyamatos változók 

(demográfiai adatok, időtartamok) közötti összefüggést Pearson-féle korreláció analízissel 

vizsgáltuk.  

 

4. Eredmények 

 

4.1. Sicca tünetek pathogenesise SS-ben– acetylcholin receptor elleni antitestek potenciális 

szerepe 
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4.1.1. Anti-humán m3AchR antitestek kimutatására szolgáló eljárás kidolgozása és klinikai 

jelentőségének felmérése primer SS-ben  

4.1.1.1 Antigén kiválasztás és ELISA 

A számítógépes predikciós program az m3AchR teljes fehérjéből a 213-228 aminosavnak 

megfelelő szakaszról állapította meg, hogy komplex térbeli struktúrája, hozzáférhetősége, 

hidrofilitása, és további jellegzetességei, valamint antigenitási tulajdonságai alapján 

legnagyobb valószínűséggel a fehérje első számú, immundomináns antigenikus epitópját 

hordozhatja. A 2. Ábra mutatja be az m3AchR213-228 peptidet, melyet az első és utolsó két-két 

aminosav rövidítése alapján KRSE peptidként jelöltünk.  

A KRSE peptid elleni antitestek vizsgálatához, mint említettük, az antigént egyrészt peptid-

kémiai úton előállítva, önmagában, szintetikus peptidként, másrészt pedig biotechnológiai 

úton, GST-vel fúzionálva (GST-KRSE) is előállítottuk (3. Ábra). Amikor a szintetikus 

peptidet használtuk fel antigénként az ELISA rendszerben, akkor kaptunk csak jól 

reprodukálható mérési eredményeket, amikor aerob körülmények között, azaz oxidált 

formában alkalmaztuk a KRSE peptidet, aminek az lehetett az oka, hogy ilyenkor a több 

cisztein aminosavat tartalmazó KRSE peptid dimerizálódik, míg redukáló körülmények között 

a monomer peptid nem mutatott megfelelő immunreakciót. A kétféle forma elektroforetikus 

mobilitását a 3/I. Ábrán mutatjuk be. Az oxidált forma ellen a számított határérték OD érték 

feletti (pozitív) reakciót a 40 SS-s betegből 30 széruma adott, míg az egészséges szérumok 

egyike sem mutatott pozitivitást (0/40). Így a teszt szenzitivitása 80%-nak adódott. Az 

eredményeket bemutató scatter plot diagram a 4A Ábrán látható.  
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2. Ábra. Az m3AchR fehérje számítógépes antigén-predikciós analízisének eredményei.   

(A) Hélix, redőzött lemez és kanyar képzésének potenciálja a Chou-Fasman algoritmus 

alapján, (B) a Hopp és Woods-féle hidrofilicitási skála, (C) a Janin-féle hozzáférhetőségi 

skála, és (D) a Welling és munkatársai által kifejlesztett antigenicitási skála. Az eredmények 

alapján meghatározott, és a képen bekeretezett 213-228 (KRSE) szakaszt használtuk a 

vizsgálataink során.  

turn sheet 

helix 

A 

B 

C 

D 
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3. Ábra. A KRSE peptid, valamint a GST és a GST-KRSE fehérjék gél-elektroforézissel és 

Western blotting-gal történő szeparálása és azonosítása 

Nátrium-dodecil-szulfát poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) és Western blotting 

minták. (I.): A KRSE peptid redukált (1) és oxidált (2) formában. Látható az oxidált 

(dimerizált) forma nagyobb molekulatömege.  

II:(A): a GST-KRSE (1. sáv) és a GST (2. sáv) azonosítása gélen, Coomassie brilliant blue 

festéssel. (B) és (C): Ugyanezen két antigén immunreakcióval történő jelölése Western 

blotting módszerrel kétféle primer szérum használatával: (B): anti-KRSE monospecifikus 

antitesttel, és (C): az affinitás-kromatográfiás oszlopon átfolyó polyspecifkus szérummal 

(1:200).  

 

A GST-KRSE antigénnel végzett antitest-meghatározás a peptid antigénnél jelentősen 

nagyobb diszkriminatív képességet mutatott az egészséges és a SS-es szérumok között. Amint 

a 4/B Ábrán látszik, csaknem az összes beteg (39/40) anti-m3AchR-pozitívnak bizonyult 

ennél az antigénnél, és az egészségesek körében továbbra sem adódott pozitív reakció (97%-

os szenzitivitás). A pozitivitás aránya szignifikánsan magasabb volt a GST-KRSE peptiddel 

szemben, mint a KRSE-vel (p=0,0068, 4/C Ábra). Hasonlóképpen, szignifikáns volt az eltérés 

abban az összehasonlításban is, amikor az enyhén, közepes mértékben vagy erősen pozitív 

tartományra osztottuk a pSS-s betegek anti-m3AChR autoantitest-eredményeit (4/D Ábra). A  
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4. Ábra. A humán m3AchR fehérje KRSE epitópja elleni autoantitestek ELISA-

vizsgálatainak eredményei.   

(A) A szintetikus KRSE peptid, (B) a rekombináns fúziós GST-KRSE peptid elleni autoantitest 

vizsgálatok során 492 nm-en mért optikai denzitás (OD492) értékek scatter plot ábrázolása. 

Folyamatos vonal: az egészséges kontrollok mintáinak átlag + 2SD számítása alapján kapott 

határérték; szaggatott vonal: a pSS betegek OD értékeinek mediánja. 

(C) Az oszlopdiagramok az egyes csoportok immunreakcióinak (OD) átlag SEM értékeit 

mutatják. 

 (D) A pozitív reakciót adó szérumok megoszlása a kétféle antigén esetében, három 

nagyságrendi csoportra osztva. Az oszlopok magassága az adott tartományba eső esetek 

százalékos arányát mutatja. SS: n=40, egészséges kontroll: n=40 
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KRSE-peptid ELISA mérésekkel az alacsony pozitív tartományban csoportosult az 

eredmények többsége, míg a GST-KRSE alkalmazásával a magasan pozitív tartományban; a 

0,4 feletti OD értéket mutató erősen pozitív eredményt mutató betegek aránya szignifikánsan 

magasabb a GST-KRSE (23/40) ELISA mérésekkel, mint a KRSE ELISA-val (12/40; 

p=0,021). 

4.1.1.2. Inhibíciós és immunoblot kísérletek 

Az ELISA-val kapott immunreakciók specificitásának ellenőrzésére végzett kísérleteink során 

egyrészt magas anti-m3AchR-pozitivitást mutató szérumok poolozott keverékével elő-

inkubáltuk a KRSE-peptidet, és, amint az az 5A Ábrán látszik, ennek hatására a peptid 

ELISA-val mért immunreakció sorban 75%, 60% 70% 71% 68%-kal csökkent. 

Összességében átlag 70%-os gátlást (OD-csökkenést) eredményezett az előinkubáció. 

Egészséges kontrollok mintáiban hasonló különbség nem volt megfigyelhető. Egy következő 

kísérletben, a gátlás koncentráció-függőségét mértük fel két reprezentatív betegszérum 

használatával. A KRSE peptid 0-50 g/ml tartományba eső különböző koncentrációival 

előinkubálva a szérumokat, maximum 62%-os, illetve 54%-os gátlást tudtunk elérni (5B 

Ábra). Amikor a GST-KRSE peptidet használtuk inhibitorként, két másik szérum esetén, 

maximum 49%-os, illetve 44%-os gátlást tapasztaltunk (5C,D Ábra). Ezek a gátlási értékek 

szignifikánsan magasabbak voltak, mint egy irreleváns peptiddel (PGEG) mért értékek 

(KRSE: 49% és 36% vs PGEG: 7% és 9%, p<0.0001, ill. p=0.0002).  

Western blotting módszerrel végzett méréseink is támogatják az SS szérumok KRSE-specikus 

kötődését az immundetektálás során. Az affinitás kromatográfiával tisztított monospecifikus 

ellenanyag csak a GST-KRSE-vel reagált, a GST-vel nem (3/II. Ábra B panel).  
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5. Ábra. A részleteket lásd a következő oldalon 
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5. Ábra. Az immunreakció specifitásának ellenőrzése KRSE- és a GST-KRSE inhibíciós 

kísérletekkel. 

A: 5 reprezentatív SS-es szérum (1:50 hígítás) reakciója ELISA során 500 ug/ml KRSE 

szintetikus peptiddel történő elő-inkubáció nélkül (fekete oszlopok) vagy azt követően (fehér 

oszlopok). A gátlás százalékos mértéke is látható az oszlopok felett.  

B: A gátlás koncentrációfüggését bemutató grafikon. Az 1. és 2. számú szérumminta 1:200 

hígítását KRSE-vel, valamint egy irreleváns PGEG peptiddel elő-inkubáltuk, majd hígítási 

sort készítve (50-0 ug/ml, kétszeres sorozathígításokkal) a szérumok reakcióját vizsgáltuk 

ELISA-val a KRSE peptid antigénnel szemben.  

C és D: Inhibíciós kísérlet a GST-KRSE peptiddel, a 3. és 5. számú szérumminta 

felhasználásával, egyebekben az előző pontban leírt inhibíciós kísérlettel megegyező 

eljárással.  

 

4.1.1.3. Az anti-m3AChR antitestek klinikai jelentőségének felmérése 

Az m3AchR213-228 peptid segítségével igazoltuk, hogy az m3AChR fehérje autoantigénként 

vált ki immuválaszt SS-s betegekben, a következő méréssorozatban nagyobb esetszámon, 

több betegcsoport bevonásával mértük fel az autoantitest-pozitivitás klinikai összefüggéseit, 

potenciális differenciál-diagnosztikai jelentőségét. 

Ennek során a 73 vizsgált pSS-s betegből 66-an (90%) bizonyultak anti-m3AChR
213-228

 

antitest- pozitívnak. Vizsgálataink fontos eleme, hogy meghatározzuk, specifikus pSS 

markernek tekinthető-e az anti-m3AchR213-228 antitest-pozitivitás. Ezért a pSS mellett 5 más 

(RA, SLE, sSS, SSsusp és egészséges kontroll) betegcsoport szérumait is alkalmaztuk az 

ELISA tesztekben. Az összehasonlító csoportokat tekintve elmondható, hogy mindegyikben 

szignifikánsan alacsonyabb volt mind az anti-m3AchR213-228 antitest-pozitivitás gyakorisága, 

mind az antitestek mennyiségét jellemző átlagos OD érték. Az értékeket az 5. Táblázatban 

mutatjuk be, míg az egyedi mérések eredményeit a 6. Ábra részletezi. Ezek alapján az anti-

m3AchR-pozitivitás 90%-os szenzitivitással támasztja alá pSS diagnózisát. Az egyes 

csoportoktól pedig az 5. Táblázatban felsorolt specificitással különíti el vizsgálatunk a pSS-s 

betegeket. Látható, hogy az egyéb szisztémás autoimmun betegséggel vagy a pSS lehetőségét 

felvető klinikai képpel rendelkező betegektől 50-71%-os specificitással tudtuk méréseinkkel 

elkülőníteni a pSS-s betegeket, míg az egészséges kontrollokkal szemben a specificitás 100 

%-nak adódott. További számítások azt jelzik, hogy amennyiben az anti-m3AchR213-228 

antitest-meghatározásunk a határérték alatti, negatív eredményt ad, akkor a pSS lehetősége 

0,13-0,19-szeresre csökken, attól függően, hogy milyen betegcsoporttól szeretnénk 

megkülönböztetni, míg ha az eredmény pozitív, a pSS fennállásának valószínűsége 1,81—

3,16-szorosra emelkedik (5. Táblázat).  
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 pSS 

(n=73) 

RA 

(n=40) 

SLE 

(n=19) 

sSS 

(n=14) 

SSsusp 

(n=22) 

egészséges 

(n=40) 

Anti-m3AChR213-228 

átlagos OD492 érték 

0.461 0.217* 0.164* 0.143* 0.250* 0.121
¶
 

Anti-m3AChR213-228 

pozitivitás (%) 

66(90) 14(35)
¶
 6(32)

 ¶
 4(29)

 ¶
 11(50)* 0

¶
 

Specificitás vs pSS  65% 68% 71% 50% 100% 

Pozitiv valószínűségi 

arány vs pSS 

 2.58 2.86 3.16 1.81 n.a. 

Negatív valószínűségi 

arány vs pSS 

 0.15 0.14 0.13 0.19 0.096 

 

5. Táblázat. Anti-m3AchR213-228 – pozitivitás pSS-ben és az öt összehasonlító csoportban, 

valamint az antitest-meghatározások elkülönítő értéke az egyes csoportok között.  

n.a.: nem alkalmazható, 
*
p<0.01, 

¶
p<0.0001 
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6. Ábra. Az anti-m3AchR
213-228

 antitestmérések eredményei az egyes vizsgált csoportokban.  

A pontok az ELISA vizsgálat során kapott optikai denzitás (OD492) értékeket jelzik. A 

határértéket vízszintes vonal mutatja. A számszerű értékeket és a statisztikai analízis 

eredményeit az 5. Táblázat ábrázolja. 

 

Ha azt vizsgáljuk, hogy az igazolt pSS-s betegek csoportján belül utalhat-e az anti-m3AchR-

pozitivitás valamilyen alcsoporthoz tartozásra, akkor számításaink, melyek eredményeit a 6. 

Táblázatban összegezzük, azt jelzik, hogy az autoantitest-koncentrációk nem mutatnak 

korrelációt a betegek életkorával, a betegség fennállási idejével, és a mirigyfunkció 

csökkenésének mértékével sem. Utóbbit a stimulált nyáltermeléssel való korreláció-analízissel 

vizsgáltunk. Ugyanakkor kimutattuk azt, hogy magasabb számú extraglandularis szervi 

manifesztáció pozitív korrelációt mutat az anti-m3AchR213-228 antitest pozitivitás mértékével 

(p<0,05; 7 Ábra). Valójában számszerűen mindegyik extraglandularis érintettség gyakoribb 

volt az anti-m3AChR213-228 pozitív betegekben, de statisztikai szignifikanciát csak a 

leukopenia esetében ért el a különbség (6. Táblázat). Az anti-SSA és az anti-SSB antitest-

pozitivitással nem mutatott szignifikáns összefüggést az anti-m3AchR213-228 antitest jelenléte. 

Mivel rendelkezésre álltak azon korábbi vizsgálataink eredményei, melynek során a 

dc_1719_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



47 
 

gastrointestinalis és az urogenitalis rendszerben mértük fel a paraszimpatikus autonom 

idegrendszeri érintettség jelenlétét a gyomorürülés, illetve a hólyagműködés vizsgálata révén 

(13), érdemesnek tartottuk összevetni ezen értékeket a betegekben jelen vizsgálatunk során 

mért autoantitest-szintekkel, mivel e két szervrendszerben is az m3AchR a domináns 

acetylcholinreceptor altípus [11,12]. Ezen összehasonlítás azonban nem hozott semmilyen 

szignifikáns összefüggést (nem bemutatott adat).  

 

Klinikai ill.  

laboratóriumi változók 

Anti-m3AChR213-228 

pozitív (n=66) 

Anti-m3AChR213-228 

negatív (n=7) 

Összes 

(n=73) 

Életkor 55 60 55 

Betegség-fennállás (év) 14 11 14 

Stimulált nyáltermelés 

 (ml/2 min) 

1,11 1,97 1,20 

Ízületi érintettség 52(79) 5(71) 57(78) 

Raynaud jelenség 26(39) 2(29) 28(38) 

Vasculitis 15(23) 0 15(21) 

Renalis érintettség 10(15) 1(14) 11(15) 

Lymphoma 5(8) 0 5(7) 

Anaemia 15(23) 1(14) 16(22) 

Leukopenia 35(53)* 1(14) 36(49) 

ANA 49(74) 5(71) 54(74) 

Anti-SSA 50(76) 4(57) 54(74) 

Anti-SSB 33(50) 3(43) 36(49) 

 

6. Táblázat. Az anti-m3AChR213-228-pozitív, illetve -negatív SS-s betegek összehasonlítása 

demográfiai jellemzők, extraglandularis szervi manifesztációk és immunszerológiai 

eltérések alapján. 

A számok az első három változó esetében átlagértéket, a későbbiekben az érintett betegek 

számát, zárójelben százalékos arányát jelzik. Renalis érintettség: renalis tubularis acidosis 

biopsziával igazolt chronicus tubulointerstitial nephritis-szel vagy anélkül. Vasculitis: 

tapintható purpura vagy más, biopsziával igazolt vasculitises bőrelváltozás* p<0,05 az anti- 

m3AChR213-228-pozitív vs –negatív betegek között.  
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7. Ábra. Box and whisker plot (“doboz és bajusz”) diagram, mely az anti-m3AChR213-228
  

antitestek mennyiségét (optikai denzitás) mutatja az egy betegben előfordult 

extraglandularis szervi manifesztációk számának függvényében.  

A szervi manifesztációk száma pozitív korrelációt mutatott az érintett betegek átlagos anti-

m3AChR213-228
 
antitest-szintjével (p<0.05). A dobozokon belül a vízszintes vonalak az átlagos 

OD492 értéket, a téglalapok alsó és felső oldalai a 25. és a 75. percentilist, míg a bajuszok 

végpontjai a minimum és maximum értékeket jelölik. Az n értékek az egyes alcsoportokba 

tartozó betegek számát jelzik. 

 

4.1.2.  Az anti-m3AchR antitestek nyálmirigybeli kötődésének vizsgálata 

 

4.1.2.1. A fénymikroszkópos vizsgálatok eredményei  

4.1.2.1.1. Indirekt immunohisztokémia 

Ebben a vizsgálatrészben egészséges egyénekből nyert kisnyálmirigy-szövetet inkubáltunk 

SS-s betegek szérumával. A teljes, tisztítatlan szérum, ahogy várható is, számos 

lokalizációban mutatott kötődést a nyálmirigyekhez, különösen az acinaris és ductalis sejtek 

basolateralis membránja mentén, de intracelluláris festődési reakciót is kiterjedten észleltünk 

(8A Ábra). Amikor azonban az anti-m3AChR213-228 tisztított, monospecifikus antitestet 

használtuk elsődleges antitestként, az előbb említett multiplex, részben nem-specifikusnak  
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8. Ábra. Egészséges nyálmirigyek fénymikroszkópos immunhisztokémiai vizsgálata.  

A. A szövetmintát SS-s betegek teljes szérumával, B. anti-m3AChR213-228 monospecifikus, 

affinitás kromatográfiával tisztított antitesttel, vagy C. egészséges kontroll személyek teljes 

szérumával inkubáltuk. A nyilak az acinaris sejtek membránján létrejövő, pontszerű vagy 

rövid vonalas specifikus immunreakciót mutatják. Az A Ábrán ezen kívül citoplazmatikus 

immunreakció, valamint a kötőszöveti struktúrák területén nem-specifikus festődés is látható. 

A B Ábrán a háttérfestődés szembetűnően enyhébb, és a specifikus immunreakció mint elszórt, 

szakaszos membrán-pozitivitás mutatkozik (nyilak). A C Ábrán nem látható specifikus 

immunreakció. Nagyítás: 40x.  

8B 

8A 

8C 
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tartható kötődés helyett sokkal tisztább képet kaptunk, a háttérfestődés gyakorlatilag 

megszűnt. Ugyanakkor igen specifikus, jól azonosítható, pontszerű vagy rövid vonalszerű 

intenzív kötődési reakció látszott, ami kizárólag az epithelsejtek basolateralis membránja 

mentén volt megfigyelhető (8B Ábra). Ez a lokalizáció anatómiailag megfelel a vegetatív 

idegvégződések elhelyezkedésének. A kontroll mintákon, melyeket egyrészt egészséges 

egyének szérumával (8C Ábra) inkubáltunk, vagy pedig kihagytuk az elsődleges antitestet és 

csak a jelölt, másodlagos antitestet adtuk a szövetmintához (nem bemutatott adat), nem 

kaptunk kötődési reakciót. 

4.1.3.1.2.Direkt immunohisztokémia 

Ezzel az eljárással a nyálmirigyekbe a mintavétel előtt, in vivo bekötődött antitestek jelenléte 

vizsgálható. Az SS-s betegektől vett kisnyálmirigy-biopsziás mintákban számos helyen 

lehetett erre utaló immundepozíciót találni, ami a betegség természetét, valamint korábbi 

irodalmi adatokat (26) ismerve nem meglepő. Jelen vizsgálatainkkal elsősorban az acinaris és 

ductalis hámsejtek felszínén láttunk az előző pontban leírtaknak megfelelő specifikus 

immunreakciót (9A Ábra), de kisebb intenzitással a mirigyhámsejteken belül, 

intracitoplasmaticusan, valamint az artériák és venulák endotheljének mentén is (9B Ábra) 

látszott immunglobulin-kötődés.  

A fénymikroszkópos eredményeket összefoglalva megállapíthatjuk, hogy egyrészt az SS-s 

betegekből tisztított, anti-m3AchR-monospecifikus ellenanyag kötődik az egészséges 

nyálmirigyek acinussejtjeihez, méghozzá egy, a basolateralis membránban lokalizált 

antigénhez, másrészt az SS-s betegek nyálmirigyeiben in vivo IgG osztályú antitestek 

kötődnek a nyálmirigyekhez, diffúzan, számos potenciális antigénhez kapcsolódva. 

Különösen az első megfigyelés veti fel annak erős gyanúját, hogy az SS-s betegekben 

kimutatható, m3AChR-hez kötődő antitestek kapcsolódhatnak valóban a nyálmirigyekben 

elhelyezkedő acetylcholin-receptorhoz, azonban ennek egyértelmű igazolásához pontosabb, 

még részletesebb felbontású szövettani vizsgálatok szükségesek, ezért folytattuk kísérleteinket 

immun-elektronmikroszkópos vizsgálatokkal.  
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9. Ábra. SS-s betegekből származó kisnyálmirigyek fénymikroszkópos direkt 

immunfluoreszcens vizsgálata.  

A. Számos helyen látszik immunreakció, melyek sötét, gyöngyszerű, 200-400 nm átmérőjű 

granuláris immundepozitumokként ábrázolódnak, elsősorban az acinussejtek membránja 

mentén (nyilak).  

B. Az A ábrarészen látható, sejtmembránhoz kapcsolódó immundepozitumokon (vékony fekete 

nyilak) túl, igen kifejezett citoplasmaticus festődés is megfigyelhető (vastag fekete nyilak) az 

acinussejtekben, melyek láthatóan atrophiásak az egészséges sejtekhez képest. Ezen 

összefolyó, nem-specifikusnak tekinthető festődésen túl, helyenként specifikus, pontszerű, 

közepes intenzitású specifikus immunfestődésnek megfelelő reakció is látható (fehér nyilak). 

Nagyítás: 40x.   

9A 

9B 
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4.1.3.2. Az immun-elektronmikroszkópos vizsgálatok eredményei 

4.1.3.2.1. Indirekt immun-elektronmikroszkópos immunhisztokémia 

Ezen vizsgálatok során ismét egészséges nyálmirigyeket használtunk, amiket SS-s betegek 

szérumaival reagáltattunk. A mintákat elektronmikroszkóppal vizsgálva az immunreakció 

pontosabb lokalizálását tudtuk biztosítani, és annak szubcelluláris szintű elhelyezkedését 

azonosítani. A metszetek megtekintése során jól azonosítható volt, hogy specifikus 

immunreakció mutatható ki az acinussejtek és a hozzájuk kapcsolódó idegvégződések 

találkozási helyén, az epithelsejt-membránnak megfelelően (10. Ábra, A-C panel). A festődő 

képletek egyértelműen specifikus immunreakciónak feleltek meg, amelyek finom, granuláris, 

gyöngyszerű végtermékként jelölték meg az ideg-varicositasok és az epithelsejtek találkozási 

felszínét. Hasonló képleteket ezen kívül még a myoepithelialis sejtek membránján (10C 

Ábra), valamint az epithelsejtek szekréciós granulumaiban is megfigyelhettünk.  Amikor anti-

m3AChR213-228 tisztított ellenanyagot használtunk, amint várható volt, a kötődési reakció 

intenzitása csökkent, és jóval kevesebb helyen volt észlelhető, de az előbbiekkel azonos 

specifikus immunoreakciókat továbbra is láthattuk a nyálmirigysejt-idegvégződés 

kapcsolódási területeknek megfelelő membránszakaszokon (10D Ábra). Hasonló 

megoszlásban figyelhettünk meg immunreakciót akkor is, amikor anti-VIP szérummal 

inkubáltuk a nyálmirigymintákat, ami a paraszimpatikus idegvégződéseknek megfelelő 

lokallizációt erősíti meg (10E Ábra). Ezzel szemben a kontroll, egészséges egyedekből 

származó szérum csak elszórt, halvány immunreaktivitást mutatott, mely nem csoportosult 

egyetlen specifikus kötőhelynek megfelelően sem. Az anti-m3AChR (SS) ellenanyag 

specifitását egyértelműen igazolta az inhibiciós kísérlet, mivel az antigénként használt 

m3AChR213-228 peptid teljes mértékben gátolta a 10C Ábrán látható specifkus ellenanyag 

kötődést (10F Ábra). 
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10. Ábra. A részleteket lásd a következő oldalon 

 

 

10A 10B 

10C 

10D 

10E 

10F 
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10. Ábra. Egészséges emberi nyálmirigyszövet indirekt elektron-mikroszkópos 

immunhisztokémiai festődése SS szérummal és tisztított m3AChR213-228 ellenanyaggal 

10A: Elsődleges antitest: SS-s betegek széruma. A kép egy epithelsejt és egy idegvégződés 

kapcsolódását ábrázolja. A kép jobb oldalán két axonvégzédés látható, fekete négyzettel 

jelölve, bennük a szinaptikus vesiculák. Bal oldalon helyezkedik el az epithelsejt, benne a 

cytoplasmaticus szekréciós vesiculákkal (csillaggal jelölve). A két sejt találkozási felszíne 

mentén, a neuro-epithelialis junctióban, kis, pontszerű, pettyekhez hasonló, specifikus 

immunreakciónak megfelelő képletek mutatkoznak (nyilakkal jelölve). Lépték: 500 nm. 

10B: Az A panel erősebb nagyítással. Vastag nyilak jelzik az említett specifikus 

immunreaktivitást, vagyis a SS-s betegszérum bekötődését a synapticus membránhoz. Mivel az 

epithelsejt és az idegvégződés hullámos felszínnel, interdigitáló módon kapcsolódik 

egymáshoz, a metszeten több, egymástól függetlennek látszó módon jelenik meg ugyanazon a 

junctio körüli cytoplasma több szakasza, melyet csillaggal jelöltünk. Az axonvégződések 

(négyzettel jelölve) belsejében levő synapticus vesiculumokra vékony nyilak mutatnak. Lépték: 

200 nm.  

10C: Két idegvégződés látható, csillaggal jelölve, bennük a vékony nyilakkal jelzett 

synapticus vesiculák. A bal oldali axon egy acinaris epithelsejt (a) membránjához 

kapcsolódik, a sejtben láthatók a secretiós granulumok; a jobb oldali idegvégződés egy 

myoepithelisalis sejthez kapcsolódik (m). Mindkét nyálmirigy-sejttípus postsynapticus 

membránján megfigyelhetők az előbbiekben ismertetett specifikus immunreaktív képletek, 

melyeket vastag nyilak mutatnak. Lépték: 1 μm. 

10D: Elsődleges antitest: tisztított, anti-m3AChR213-228-monospecifikus ellenanyag. Az 

epithelsejt és a hozzá kapcsolódó idegvégződés találkozási felszínén nyilakkal jelöljük a 

specifikus immumreaktivitást mutató képleteket.  Lépték: 500 nm. 

10E: Vasoactiv intestinalis polypeptiddel (VIP) reagáló primer antitesttel végzett vizsgálat 

képe. A kép felső részén látható idegvégződésben levő, VIP-et tartalmazó synapticus 

vesiculumokra nyilak mutatnak. Lépték: 1 μm. 

10F: Inhibíciós kísérlet során kapott kép. Ennek során a tisztított, anti- m3AChR213-228-

ellenanyag alkalmazása során blokkoltuk az antigénkötő helyet m3AChR213-228 peptiddel 

történő előinkubációval. Acinaris sejt (a) és idegvégződés (csillag), benne synapticus 

vesiculumok (nyilak). Az előző paneleken megfigyelhető specifikus immureaktív képletek ezen 

a képen nem láthatók. Lépték: 1 μm.  

 

4.1.3.2.2. Direkt immun-elekron-mikroszkópos immunhisztokémia 

Ezen vizsgálatok során SS-s betegekből nyert kisnyálmirigy szövetmintákon vizsgáltuk anti-

humán IgG hozzáadásával, hogy in vivo bekötődött immunglobulin-G antitestek 

kimutathatók-e, és ha igen, milyen ultrastrukturális lokalizációban. Amint már a 

fénymikroszkópos immunhisztokémia során is láttuk, és várható is volt, kiterjedten láthattunk 

dc_1719_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



55 
 

nyálmirigyszövettel reagáló immunglobulin-G lerakódást a mintákban, különösen az 

acinussejtek sejtmembránja mentén, valamint halványabban és ritkábban cytoplasmaticusan 

is, elsősorban a secretiós granulumoknak megfelelően. (11A Ábra). Kiemelendő, hogy 

egyértelmű specifikus immunreakciót jelző festődést tapasztaltunk a neuro-epithelialis 

junctiónak megfelelően, jelezvén, hogy a postsynapticus membránhoz specifikusan kötődnek 

autoantitestek SS-s betegekben in vivo (11B ábra).  

 

 

 

11. Ábra. Direkt elektron-mikroszkópos immunhisztokémiai képek SS-es betegek 

kisnyálmirigy biopsziás szövetmintái és anti-humán IgG közvetlen reakciója 

eredményeképpen 

11A. Nyálmirigy acinussejt (a), benne számos, összefolyó secretiós granulum (csillag), 

valamint a kép jobb felső részénpedig egy kapcsolódó idegvégződés metszete. A kapcsolódási 

felszínükön számos immunreaktív pontszerű képlet, fekete nyíllal jelölve. Néhány secretiós 

granulumon is látható enyhébb immunreaktivitás (fehér nyíl). Lépték: 500 nm.  

11B. Egy acinussejt és a hozzá kapcsolódó idegvégződés (csillag) látható erősebb 

nagyítással. Az acinussejt cytoplasmájában mytochondrium (Myt) helyezkedik el. A nyilak az 

immunreaktív, specifikusan festődő képletekre mutatnak a synapticus résben. Két további 

specifikus festődést láthatunk a synapticus vesiculumnak valamint az axolemma egy 

szegmensének megfelelően (nyílheggyel jelölve). Lépték: 500 nm. 

11A 11B 
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4.1.3. Anti-m3AChR antitestek valamint pszicho-szociális tényezők szerepe a sicca tünetek 

pathogenesisében primer és secunder SS-ben 

 

4.1.3.1. Anti-m3AChR ELISA vizsgálatok 

Amint a 3.1.3. alfejezetben részleteztem, háromféle formában készítettük el a vizsgálandó 

antigén-determináns szekvenciákat. A különböző antigénekkel végzett ELISA vizsgálatok 

eredményeit a 12. és 13. Ábrán mutatjuk be. Előbbin az átlagos OD értékek, az utóbbin az 

adott antigénnel szemben a határértéket meghaladó antitest-titerrel rendelkező (antitest-

pozitív) betegek arányát tüntettük fel. A szintetikus peptid formában elkészített három antigén 

közül az AGSE (második extracelluláris hurok) és az YNIP (harmadik extracelluláris hurok) 

peptid elleni átlagos OD érték is szignifikánsan magasabb volt a pSS-es és az SLE-s 

betegcsoportban, mint az egészséges kontrollokban, de az RA-s betegek nem mutattak 

szignifikáns eltérést. A három betegcsoport között ugyanakkor a peptid-antigénnel végzett 

vizsgálatok nem tudtak különbséget tenni. 

A GST-fúziós formák közül mindkét antigén elleni antitestek átlagos OD értéke 

szignifikánsan magasabb volt pSS-ben és SLE-ben, mint egészségesekben, hasonlóan a 

szintetikus peptidekhez, azonban az anti-GST-AGSE antitestek az RA-s betegekhez képest is 

nagyobb mennyiségben voltak kimutathatók pSS-ben és SLE-ben. Így a jelen vizsgálatok is 

megerősítették régebbi eredményeinket, hogy a GST-fúziós fehérje előnyösebb antigén az 

ELISA vizsgálatokhoz, mint az önmagában használt szintetikus peptid. A BSA-konjugált 

peptidek a szintetikus peptidekhez hasonló diszkriminatív potenciált mutattak, ahogy ez a 12. 

és 13. Ábrán látható. Ugyanakkor az intracelluláris TRIC szakasz csak a betegek viszonylag 

kis hányadában bizonyult antigenikusnak, így az ellene kimutatott antitestek nem tarthatók 

egyik betegségben sem a pathogenesis tényezőinek. 

Ha nem az átlagos OD-k, hanem a pozitivitást mutató betegek aránya alapján hasonlítottuk 

össze az egyes csoportokat (13. Ábra), akkor az előzőekben említett különbségek 

megerősítésén túl azt tapasztalhattuk, hogy az anti-GST-YNIP antitestek prevalenciája 

nemcsak – az anti-GST-AGSE-hez hasonlóan – RA-hoz képest emelkedett a másik két 

betegcsoportban, hanem a pSS-s és SLE-s betegeket is el tudta különíteni, mivel pSS-ben az 

SLE-sekhez képest is nagyobb gyakorisággal lehetett kimutatni őket. Így összefoglalásképpen 

azt mondhatjuk, hogy a rövid szintetikus peptidekkel végzett ELISA kísérletek viszonylag 

nagy specificitással, de alacsony szenzivitivással tudtak m3AChR elleni antitesteket 

kimutatni, míg akkor, ha GST-vel fúzionáltuk az antigénikus epitópot, akkor ez jelentősen 

megnövelte a GST-YNIP szakasz elleni antitestek kimutatásának szenzitivitását, a specificitás 

megőrzése mellett. A BSA-val történő többszörös konjugáció ugyanakkor nem növelte az 

ELISA vizsgálat szenzitivitását a szintetikus peptidhez képest (7. Táblázat). Emellett ezen a 

kohorszon is kiszámoltuk az egyes antigének specificitását a SS valamint SLE és RA 

elkülönítésére. A 7. Táblázatban látható, hogy az értékek jellemzően alacsonyabbak, mint 

korábban a GST-KRSE fehérjénél kapott számadatok: a szenzitivitás és specificitás 

legkedvezőbb kombinációját a GST-YNIP fehérjénél kaptuk, míg a GST-AGSE mérsékelten 

magas szenzitivitás mellett igen kevéssé specifikusnak bizonyult minden egyéb csoporttal 
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történt összehasonlításban. Specificitás vonatkozásában a szintetikus peptidek is jobban 

teljesítettek, de alacsony szenzitivitás mellett.  

 

12. Ábra.  Primer SS-s, SLE-s és RA-s betegekből és egészséges kontrollokból származó 

szérumok immunrekciója különböző m3AChR peptidekkel, GST-fúziós fehérjékkel és BSA-

konjugált peptiddel.  

Az oszlopok magassága az egyes csoportok átlagos OD értékét mutatja,a „bajusz” vonalak a 

standard deviációt jelzik.  

GAGSE: GST-AGSE fúziós fehérje; GYNIP: GST-YNIP fúziós fehérje; BAGSE: BSA-AGSE 

többszörösen konjugált peptid. SS: Sjögren szindróma, SLE: Szisztémás lupus erythematosus, 

RA: Rheumatoid arthritis. * p<0.05 vs kontroll; 
#
 p<0.05 vs RA  
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13. Ábra. Az anti-m3AChR antitest-pozitivitás gyakorisága az egyes betegcsoportokban és a 

kontrollokban a különböző szintetikus m3AChR peptidekkel, valamint GST-fúziós 

fehérjékkel és BSA-konjugált peptiddel végzett ELISA vizsgálatokban. 

A rövidítések megegyeznek a 12. Ábrán írtakkal.  * p<0.05 vs kontroll; 
#
 p<0.05 vs RA; 

x
 

p<0.05 vs SLE  

  
Szenzitivitás 

(vs kontroll) 

Specificitás 

pSS vs kontroll 

Specificitás 

pSS vs SLE 

Specificitás 

pSS vs RA 

AGSE 41,2 92,0 51,3 74,9 

YNIP 41,2 94,0 54,4 73,8 

TRIC 17,6 92,0 71,5 85,3 

GST-AGSE 75,6 58,1 32,8 68,5 

GST-YNIP 86,5 100,0 59,1 65,5 

BSA-AGSE 34,7 98,2 59,1 72,3 

 

7. Táblázat. Az egyes antigénekkel végzett ELISA vizsgálatok szenzivitása és specificitása a 

pSS-s betegek és a többi vizsgálati csoport elkülönítésére.  

pSS: Primer Sjögren szindróma. Egyebekben a rövidítések megegyeznek a 12. Ábránál 

írtakkal. 

4.1.4.2. A sicca tünetek korrelációja egyéb klinikai valamint mentális paraméterekkel 
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A vizsgálat másik részében az SLE-hez ill. RA-hoz társuló sicca tünetcsoport hátterének 

komplex vizsgálatát végeztük a klinikai tünetek, immunszerológiai eltérések, ezen belül az 

anti-m3AChR antitestek, valamint különböző mentális paraméterek analízise segítségével. A 

3.1.3.1. pontban leírtak szerint definiált sicca tünetcsoport viszonylag gyakori volt mindkét 

szisztémás autoimmun betegségben: RA-ban 14 (21.5%), SLE-ben 27 (26.2%) betegben 

igazoltuk fennállását. Számos paraméter tekintetében hasonlítottuk össze a sicca és nem-sicca 

betegeket. A főbb eltéréseket a 8. Táblázatban emeltük ki: SLE+sicca betegek körében 

gyakoribb volt az organikus agyi pszichoszindróma (organic brain syndrome), a stroke és az 

anti-SSA-pozitivitás, míg a nephritis és a lymphopenia ritkább volt, mint a sicca 

tünetcsoportot nem mutató SLE-s betegek körében, de a szignifikancia értékek minden 

esetben 0,05 és 0,1 között voltak (8. Táblázat). Az SF-36 teszt segítségével mért életminőségi 

paraméterek közül több is szignifikánsan rosszabb (magasabb) értéket adott az SLE+sicca 

betegek között, ami arra utalt, hogy kapcsolat van a fizikai teljesítőképesség szubjektív 

megélése, a beteg által tapasztalt vitalitás, a társadalmi funkcionálás és a mentális egészség, 

valamint a sicca tünetek előfordulása között SLE-ben. A FACIT fáradékonysági skála értékei 

ugyanakkor hasonlóak voltak a két SLE-s alcsoport között.  

SLE-vel szemben RA-ban – a magasabb életkort kivéve – nem találtunk olyan demográfiai, 

klinikai vagy mentális (SF-36-tal ill. FACIT skálával mért) egészségi paramétert, ami a sicca 

tünetcsoport kialakulásával korrelált volna. Végül, bár az anti-m3AChR antitestek – 

elsősorban a második és a harmadik extracelluláris hurokra specifikusak – kimutathatók 

voltak az SLE-s és RA-s betegek egy részében is, ezen antitestek pozitivitása nem függött 

össze a sicca tünetek előfordulásával, így ezek pathogenetikai szerepét nem tudtuk 

megerősíteni jelen vizsgálataink alapján.  
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SLE 

Klinikai jellemzők 

Nem-

sicca 

(n=76) 

% 

Sicca 

(n=27) 

% 

p 

organikus agyi szindróma 1.3 11.1 0.056 

stroke 0 7.4 0.068 

anti-SSA-pozitivitás 45.9 62.9 0.098 

nephritis 34.6 18.5 0.091 

lymphopenia 57.3 37 0.056 

SF-36 átlag p 

fizikai szerep  39.33 35.05  0.081 

vitalitás  46.71 41.70  0.005 

társadalmi funkcionálás  42.68 38.04  0.041 

mentális egészség  42.12 36.82  0.048 

mentális kompozit score  44.01 38.52  0.035 

 

8. Táblázat. A sicca tünetcsoporttal rendelkező ill. nem rendelkező SLE-s betegek egyes 

paramétereinek összehasonlítása. 

A táblázatban a szignfikáns (vastag betűvel) ill. közel szignifikáns különbségeket mutató 

paramétereket emeltük ki. 

 

4.2. A klinikai képet alakító pathogenetikai eltérések vizsgálata SLE-ben 

 

4.2.1. A galektin-1 szerepe az SLE-ben észlelhető T-sejt dysfunctio kialakításában 

4.2.1.1. Az endogén Gal-1 expressziója és az exogén Gal-1 iránti apoptotikus érzékenység 

SLE-s betegek aktivált T-sejtjeiben 

Ahogy említettem, célul tűztük ki, hogy megvizsgáljuk SLE-ben a Gal-1, mint egy 

fontos immunregulátor fehérje hatásait. A Gal-1 az aktivált T-sejtek apoptosisát okozza, és 
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SLE-ben ismert, hogy az apoptosis-reguláció jelentős zavarokat szenved, ezért indokoltnak 

tartottuk megvizsgálni SLE-s betegekből származó aktivált T-sejtek exogén Gal-1 hatására 

bekövetkező apoptosisát. Mivel a Gal-1 intracellulárisan, de novo is expresszálódik, egyúttal a 

Gal-1 mRNS szintjét is mértük SLE-s T-sejtekben, aktiváció után.  

A méréseket 14 SLE-s beteg mintáin végeztük el, akiknek aktív betegsége zajlott, és 

közülük 9-nél a méréseket megismételtük inaktív betegség állapotában, miután kezelésünk 

hatására a betegség remisszióba került. Az adatokat 16 egészséges kontrolléval hasonlítottuk 

össze. A Gal-1 mRNS qRT-PCR módszerrel mért expresszióját a 14A ábra mutatja be. Aktív 

betegség idején vett mintákban a Gal-1 mRNS mennyisége szignifikánsan alacsonyabb volt, 

mint a kontrollokban, míg nyugalomban levő betegség idején levett mintákban a Gal-1 

mennyisége szignifikánsan megnövekedett, és a kontrollokéhoz hasonló szintre emelkedett. 

Az aktivitás szerint bontott két betegcsoport között a különbség egyértelműen szignifikáns 

volt, és ez a Gal-1 expresszió betegségaktivitás-függőségére utal, még akkor is, ha a SLEDAI-

2K-val vagy az anti-dsDNS titerrel történő korreláció-analízis nem hozott ki szignifikáns 

összefüggést (nem bemutatott adat).  

 Az exogén Gal-1-gyel szemben mutatott apoptotikus reakciót ko-kultúra kísérletekkel 

vizsgáltuk. 20 aktív és 10 remisszióba hozott beteg és 20 egészséges kontroll személy mintáin 

végeztük el a méréseket. A 14B ábrán látható, hogy aktív betegség idején az SLE-s aktivált T-

sejtek igen kevéssé reagálnak a Gal-1 apoptotikus hatására, míg az apoptosis-érzékenység a 

betegség megnyugvása után helyreáll, vagyis hasonlóvá válik az egészséges kontrollokhoz. 

Összefoglalva, aktív SLE idején az aktivált T-lymphocyták kevés Gal-1-et termelnek és 

kevéssé is reagálnak az exogén Gal-1 apoptotikus (vagyis immunregulátor) hatásaira, míg 

inaktív betegség idején ezen eltérések megszűnnek.   

 

4.2.1.2. A galektin-1 de novo szintézise és lokalizácója Jurkat-sejtekben, valamint humán és 

egér T-sejtekben 

Az előző alfejezetben láthattuk, hogy az exogén Gal-1-re adott csökkent apoptotikus válasz és 

az endogén Gal-1 expresszió azonos módon változik SLE-ben. E megfigyelés hátterének 

további vizsgálatára modellkísérleteket terveztünk Jurkat T-sejt vonalon, illetve humán és 

egér perifériás T-sejteken. Mivel ellentmondások vannak a közleményekben a tekintetben, 

hogy az endogén Gal-1 szekretálódik-e az aktivált T-sejtekből, először ezt a kérdést 

vizsgáltuk meg. 

A Gal-1 de novo, intracelluláris expresszióját Gal-1 transzgénikus Jurkat sejteken vizsgáltuk. 

Először Western blotting-gal ellenőriztük a transzfekciót, mely szerint a Gal-1 cDNS-sel 

transzfektált Jurkat sejtek (J
Gal

) expresszálták, míg a nem-transzfektált és a mock-transzfektált 

(J
mock

) sejtek nem expresszálták a Gal-1-t (15A ábra). Majd konfokális mikroszkóppal 

megvizsgáltuk, hogy az újonnan szintetizált Gal-1 szekretálódik-e a sejtből, és azt találtuk, 

hogy az kizárólag intracellulárisan figyelhető meg a plazmamembrán közelében összegyűlve, 

és nem jelenik meg a (permeabilizálatlan) sejtek felszínén (15.B ábra).  

Ezt követően humán és egér perifériás vér T-sejteken vizsgáltuk a Gal-1 expresszióját (16. 

ábra). Mind a humán, mind az egér T-sejteken megfigyelhettük, hogy nyugalmi állapotban 

nem, stimulálás után viszont expresszálták a Gal-1-t (16A ábra). Konfokális mikroszkópiával 
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igazoltuk, hogy az aktivált T-sejtekben a Jurkat sejtekhez hasonlóan a Gal-1csak 

intracelluláris lokalizációt mutatott (16B ábra).   

 

 
14. ábra. SLE-s betegekből és egészséges kontrollokból származó aktivált T-sejtek endogén 

Gal-1 termelése és exogén Gal-1-gyel szembeni apoptotikus érzékenysége. 

A) Az aktivált T-sejtekben expresszálódó Gal-1 relatív mRNS expressziója (meghatározását 

lásd a 3.2.1.4. alfejezetben). Aktív SLE, n= 14, inaktív (kezelt) SLE: n=9, egészséges kontroll: 

n=16, p<0,01  

B) Az aktivált T-sejtek relatív apoptosis rátája (RAR – számítását lásd a 3.2.1.3. alfejezetben). 

Aktív SLE: n=20, inaktív SLE: n=10, egészséges kontroll: n=20. p***<0,001, p*<0,05 
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15. ábra. A Gal-1 transzgénikus Jurkat sejtek expresszálnak, de nem szekretálnak Gal-1-t  

A) Western blotting vizsgálat: csak a Gal-1 transzgenikus sejtek (J
Gal

) lizátumában mutatható 

ki a Gal-1 protein, nem-transzfektált és a mock-transzfektált (J
mock 

) sejtekben nem.  

B) J
Gal

 sejtek konfokális mikroszkópos vizsgálata permeabilizálatlan és Triton X100-zal 

végzett permeabilizálás után. Piros fluoreszcencia: NorthernLights557-vel jelölt másodlagos 

antitest (szamár anti-egér IgG). Alul repreentatív hisztogramok mutatják be a 

permeabilizálatlan (bal oldal) és permeabilizált (jobb oldal) sejtek áramlási citometriával 

mért fluoreszcens intenzitását. Szaggatott vonal: elsődleges antitest nélküli, csak másodlagos 

antitesttel jelölt kontroll; folyamatos vonal: anti-Gal-1 + másodlagos antitesttel jelölt minta 
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16. ábra. A Gal-1 expressziója és lokalizációja humán és egér perifériás T-sejtekben 

nyugalomban és aktiváció után.  

A) Nyugvó (bal csík) és aktivált (jobb csík) T-sejtek Gal-1 expressziója Western blotting-gal 

vizsgálva egér eredetű (bal panel) ill. humán (jobb panel) sejteken.  

B) De novo szintetizált Gal-1 celluláris lokalizációjának vizsgálata aktivált humán T-sejteken 

nem-permeabilizált állapotban és Triton X100-zal végzett permeabilizálás után konfokális 

mikroszkóppal. A monoklonális antitest csak permeabilizálás után reagál a Gal-1-gyel, 

jelezve annak intracelluláris lokalizációját. Piros fluoreszcencia: NorthernLights557-vel 

jelölt másodlagos antitest (szamár anti-egér IgG). 

 

4.2.1.3 Az exogén Gal-1-re adott apoptotikus válasz és az intracelluláris Gal-1 közötti 

kapcsolat vizsgálata 

SLE-s T-sejteken végzett vizsgálataink alapján felvetődik a kérdés, hogy az egyidejűleg 

tapasztalt csökkent endogén Gal-1 expresszió és exogén Gal-1-gyel szembeni apoptosis 

érzékenység csak párhuzamos jelenségek, vagy felmerül-e ok-okozati kapcsolat közöttük. 

Annak vizsgálatára, hogy vajon az aktivált T-sejtek által termelt endogén Gal-1 szerepet 

játszik-e az exogén Gal-1 által indukált apoptosisban, Jurkat sejteken és Gal-1 génkiütött 

egerek fehérvérsejtjein végeztünk kísérleteket.  
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Gal-1-t expresszáló HeLa sejteket tenyésztettünk ko-kultúrában J
mock

vagy J
Gal

 Jurkat 

sejtekkel, illetve a Jurkat sejtvonalhoz szolubilis, rekombináns Gal-1-t adtunk. 

Eredményeinket a 17. ábra mutatja be. Mind a szolubilis (17A ábra), mind a sejthez kötött 

Gal-1 (17B ábra) sokkal kifejezettebb apoptosis választ indukált azon Jurkat sejtekben, 

melyek maguk is expresszálták a Gal-1-t. 

 

17. ábra. A Gal-1–et expresszáló Jurkat sejtek érzékenyebbek az exogén Gal-1 apoptotikus 

hatására, mint az endogén Gal-1
- 
Jurkat sejtek. 

(A) Rekombináns Gal-1 apoptotikus hatása J
mock

vagy J
gal

Jurkat sejtekre 24 órás inkubáció 

után. n=3, p*<0.05.  

(B) A J
mock

 és J
gal

sejteket ko-kultúrában tenyésztettük üres vektorral(HeLa
mock

),vagy Gal-1-

gyel transzfektált (HeLa
Gal

) sejtekkel 16 órán át. Az apoptotizált Jurkat sejtek arányát (relatív 

apoptosis arány: RAR) Annexin V festéssel határoztuk meg (lásd 3.2.1.3. alfejezet) . n=3,  

p*<0.05  

 

 Egy másik módon is igyekeztünk alátámasztani a kapcsolatra vonatkozó 

hipotézisünket: Gal-1 génkiütött (Gal-1 KO) ill. vad típusú egerek véréből izolált aktivált T-
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sejtek apoptosisát vizsgáltuk exogén Gal-1 hatására. Az aktivált T-sejtek apoptózisát Gal-1-et 

termeló és szekretáló vad típusú mesenchymalis őssejtekkel (BMMSC
wt

) indukáltuk ko-

kultúrában. Kontrollként Gal-1 génkiütött MSC-ket (BMMSC
gal-1-/-

) alkalmaztunk, mint 

effektor sejtek. Amint a 18. ábrán látható, a Gal-1 KO egerek T-sejtjei szignifikánsan 

csökkent apoptosissal reagáltak az MSC-kötött Gal-1 hatására.  

 

18. ábra. Gal-1 hiányában az exogén Gal-1 hatására bekövetkező T-sejt apoptosis 

jelentősen csökken egér aktivált T-sejtekben. 

Az apoptotizált Jurkat sejtek arányát Annexin V festéssel határoztuk meg. Az apoptózis 

mértékét a relatív apoptosis aránnyal (RAR) értékeltük (lásd 3.2.1.3. alfejezet). n=3, 

p**<0.01 

 

4.2.1.4. Az exogén Gal-1 kizárja az Lck-t az immunológiai szinapszisból 

Mint említettem, és ahogy saját kísérleteink is mutatták, az exogén, sejtfelszínen expresszált 

Gal-1 gátolja az aktivált T-sejtek apoptosisát. Az immunregulátor hatás mechanizmusának 

további vizsgálata érdekében kíváncsiak voltunk arra, hogy a T-sejt receptor jelátvitelében, 

valamint a Gal-1 indukált T-sejt apoptosisban fontos szerepet játszó tirozin-kináz enzim, az 

Lck működését hogyan befolyásolhatja a Gal-1, figyelembe véve azt is, hogy SLE-ben a T-

sejt receptor jelátvitelének korai lépéseiben, és az immunológiai szinapszis felépülésében 

számos ponton mutathatók ki eltérések. Ezért megvizsgáltuk, hogyan befolyásolja az exogén 

Gal-1 az Lck fiziológiás kötődését az immunológiai szinapszishoz friss human mintákból 

származó ill. Jurkat sejtvonalból származó T-sejtekben.  

Kezeletlen Jurkat T-sejteken az Lck egyenletesen helyezkedik el a sejt teljes felszínén a 

sejtmembránhoz kapcsolódva (ezen adatok a dolgozatban nincsenek bemutatva), valamint a 

Gal-1-t nem expresszáló HeLa
mock

 sejtekkel történt ko-kultúra során is az aktivált T-sejtek 

nagy részében ilyen lokalizációt tapasztaltunk (19A Ábra). Amikor azonban HeLa
Gal1
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sejtekkel végeztük a ko-kultúrát, azt tapasztaltuk, hogy az Lck az aktivált T-sejteknek az 

immunológiai szinapszistól távoli, ellentétes oldalán szekvesztrálódik, és eltűnik az 

immunológiai szinapszisból. Szignifikánsan nagyobb arányban figyeltük meg a 

szekvesztráció jelenségét a HeLa
Gal-1 

ko-kultúrákban, mint a HeLa
mock

kísérletekben (19A ábra 

diagramja).  

Hasonló jelenséget figyeltünk meg Jurkat sejteket tartalmazó ko-kultúrákban is: az F-aktin 

akkumulációja jól jelölte a HeLa sejtek (mindkét típusú) és a Jurkat sejtek közötti 

szinapszisokat, de Gal-1-et expreszáló HeLa sejtek alkalmazása mellett szignifikánsan 

nagyobb arányban szekvesztrálódott az Lck a sejt szinapszistól távoli oldalára, mint a 

HeLa
mock

 ko-kultúrákban (19B-C Ábra). A szekvesztráció időbeli kinetikáját, melyet a 19D 

Ábrán mutatunk be, az jellemzi, hogy a 15. percben még nem kezdődik el a folyamat, azaz 

nincs érdemi különbség a HeLa
Gal-1 

és a HeLa
mock

 sejtekkel végzett mérések között, majd 

ezután egyre nagyobb különbség alakul ki a Gal-1-expozíciónak kitett T-sejtek javára a 

szekvesztrálódott Lck-t mutató sejtek arányában. Különösen 30 és 45 perc között figyelhető 

meg egy nagy ugrás ebben a vonatkozásban, majd 60 perc után áll be a végleges állapot. 

Ezzel egyidőben a szinapszisban elhelyezkedő Lck-t mutató T-sejtek aránya egy kezdeti 

minimális emelkedés után folyamatos csökkenést mutat a HeLa
Gal-1 

–gyel végzett 

vizsgálatokban a HeLa
mock

 ko-kultúrához képest. 

 

dc_1719_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



68 
 

 

19. Ábra. A részleteket lásd a következő oldalon..  
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19. Ábra. HeLa sejt felszínén kifejeződő Gal-1 eltávolítja az Lck enzimet az immunológiai 

szinapszisból  

(A) Aktivált humán T-sejtek ill. (B) Jurkat T-sejtek ko-kultúrája Gal-1-t expresszáló (HeLa
Gal-

1
) és Gal-1 negatív (HeLa

mock
) tumorsejtekkel. Az Lck-t az A panelen vörös, a B panelen zöld, 

míg a B panelen az F-actint vörös fluoreszcens festék jelzi. A confocalis mikroszkópos 

képeken az immunológiai szinapszist fehér nyíl jelzi (A,B panelek). Az A és C 

oszlopdiagramokon az Lck-szekvesztrációt mutató sejtek arányát mutatjuk be (átlag±SD)  

Gal-1-termelő, illetve Gal-1-t nem termelő tumorsejtek jelenlétében. A folyamat időbeli 

lefolyását a ko-kultúra során a D panel mutatja.  A részletek a 3.2.1.9. pontban olvashatók. 

 

4.2.2. Sejtfelszíni glikozilációs mintázat és a lektinkötődés következményes eltérései T-sejteken 

SLE-ben 

A sejtfelszíni glycoproteinek komplexitását, más szóval az N-glikom diverzitását, 

lektinkötési assay segítségével vizsgáltuk; ennek során növényi (ConA, LCA, WGA. PHA-L, 

SNA) vagy humán (Gal-1) lektinek sejtfelszíni kötődésének mennyiségét mértük áramlási 

citometriával. A lektinek specificitását az egyes szénhidrát komponensek iránt az 1. Ábrán és 

a 3. Táblázatban mutattuk be korábban.  

Ami a nyugalmi állapotban levő T-sejtek felszíni lektinkötését illeti, az SLE-s 

betegekből származó T-sejtek szignifikánsan több ConA-t, LCA-t és WGA-t kötöttek, mint az 

egészséges kontrollok (20A Ábra). Ez arra utal, hogy SLE-s T-sejtek már nyugalmi állapotban 

nagyobb mennyiségben expresszálnak korai, mannózban gazdag szénhidrát oldalláncokat 

(ConA) (127, 183), biantennáris komplex N-glikánokon elhelyezkedő fukozilált mannóz 

széhidrátokat (LCA) (184), valamint mind korai, mind komplex szénhidrátoknak megfelelő 

ún. hibrid típusú láncokban előforduló N-acetyl glükózaminokat, illetve sziálsavat (WGA) 

(185, 186), vagyis sejtfelszíni N-glikomjuk már nyugalmi állapotban változatosabb, 

komplexebb, mint az egészséges személyeké. 
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20. Ábra Lektinek kötődése SLE-s betegek és egészséges kontrollok T-sejtfelszínén 

nyugalmi állapotban, illetve aktiválás után. 

A: Nyugalmi állapot, B: 1 µg/mL phytohaemagglutinin L (PHA L) stimulálást követő 

aktivált állapot. Az oszlopok a fluoreszcein-izothiocianáttal jelölt CD3-pozitív T-sejtek 

áramlási citometriával mért medián fluoreszcens intenzitását (MFI) mutatják 

(átlag±SEM). A lektinek teljes nevét és kötési specificitását az 1. Ábra és a 3. Táblázat 

mutatja. ns – nem-szignifikáns;**p<0.01; ***p<0,001. SLE: n=18, egészséges kontroll: 

n=19 

 

Általánosságban jellemző volt, hogy aktiváció után az egészséges kontrollok sejtfelszíni 

lektinkötő aktivitása megnőtt a nyugalmi állapothoz képest, vagyis fokozódott a sejtfelszíni 
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N-glikóm diverzitása. Ez a folyamat SLE-ben sokkal kisebb, egyes lektinek vonatkozásában 

elhanyagolható mértékű volt, így a Gal-1 esetén is. Így a nyugvó állapotban tapasztalt 

magasabb lektinkötési aktivitás aktivált állapotban úgy módosult, hogy az SLE-s betegek T-

sejtjeinek lektinkötése már nem különbözött az egészségesektől, kivéve a Gal-1-t, melynek 

kötése aktivált állapotban szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult SLE-s betegekben az 

egészséges kontrollokhoz képest (20B Ábra). Ez arra utal, hogy a terminális N-acetyl-

laktózamin csoportok, melyek a Gal-1 kötőhelyei, kevésbé hozzáférhetőek az SLE-s betegek 

aktivált T-sejtjeinek felszínén.  

A sejtfelszíni fehérjék glikozilációs mintázatát számos tényező határozza meg, többek között. 

a rendelkezésre álló szénhidrát szubsztrát mennyisége, endoplazmás retikulum stressz, a 

Golgi apparátuson belüli pH, a szállítófehérjék mennyisége, valamint a glikozilációs 

folyamatban részt vevő enzimek mennyisége, expressziójának mértéke (187). Számos adat 

szerint ez utóbbi a legfontosabb (188, 189), emiatt úgy döntöttünk, megvizsgáljuk a 

glikozilációs folyamat kulcsenzimeinek mRNS expressziós szintjét aktivált T-sejtekben (1. 

Ábra és 3. Táblázat), mivel ezen enzimek mennyisége döntő mértékben transzkripciós szinten 

szabályozott (190). RT-qPCR méréseink azt mutatták, hogy az alfa-mannozidázok 

(MAN1A1, MAN1A2, MAN2A1 és MAN2A2) expressziójában nincs különbség SLE-s 

betegek és egészségesek között (21A Ábra), míg a béta-N-acetylglükózaminil-transzferázok 

(MGAT1-5) közül az MGAT4A és az MGAT4B kis mértékben, de szignifikánsan magasabb 

expressziót mutatot SLE-ben (21B Ábra). 
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21. Ábra. Mannozidáz és N-acetyl-glükózaminil-transzferáz enzimek expressziója SLE-

s betegek és egészséges kontrollok aktivált T-sejtjeiben. 

Mannozidázok (A) és N-acetyl-glükózaminil-transzferázok (MGAT) (B) mRNS-ének 

expressziója aktivált T-sejtekben, RT-qPCR-rel mérve. A függőleges tengely a relatív 

expressziót mutatja az RPL27 housekeeping génre normalizálva (log2 transzformáció, 

ΔCt). A gének teljes nevét a 3. Táblázat mutatja be. A dobozokban levő vonal a mediánt, 

a dobozok alsó és felső éle a 25-ös és 75-ös percentilist, a bajuszok a minimum és 

maximum értéket mutatják. n.s.: nem szignifikáns, *p<0,05. SLE: n=18, egészséges 

kontroll: n=19 

 

A sejtfelszíni N-glikánok interakciói szempontjából kiemelt jelentősége van a terminális 

sziálsav komponens mennyiségének. A poli-N-acetyllaktózamin láncok végén levő α-2,6 
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sziálsav „sapka‖ kialakításában az ST6GAL1, míg az α-2,3 sziálsav komponensében az 

ST3GAL3, ST3GAL4 és az ST3GAL6 (107) vesz részt, míg a szilásav „sapka‖ eltávolítását a 

neuraminidáz enzimek végzik. Ezen gének expresszióját összehasonlítva azt találtuk, hogy az 

ST6GAL1, ST3GAL3, ST3GAL4 és a NEU1 mRNS mennyisége hasonló volt az SLE-s 

páciensekben és az egészségesekben, míg az ST3GAL6-é SLE-s T-sejtekben szignifikánsan 

magasabb volt (22A Ábra). Munkánk során csak a NEU1 enzim expresszióját vizsgáltuk, 

mivel ennek a fehérjének a szintje jelentősen megemelkedik a T-sejt aktiváció során, míg a 

NEU3 állandó marad (193). 

A sejtfelszíni glikánok szializációjának mértékét a szialil-transzferázok és a 

neuraminidázok összehangolt működésének nettó eredménye határozza meg. Emiatt a 

szializáltság mértékének szabályozását e két enzimcsoport tagjainak arányával érdemes 

felmérni. A különböző ST/NEU1 arányok vizsgálata azt mutatta, hogy SLE-ben 

szignifikánsan magasabb volt az ST3GAL6 / NEU1és az ST6GAL1 / NEU1 mRNS arány, mint 

a kontrollokban (22B Ábra). A többi aránypár (ST3GAL3 / NEU1 ésST3GAL4 / NEU1) 

egyforma volt a két csoportban. Az eredmények arra utalnak, hogy SLE-s aktivált T-sejtek 

fokozott szializációra hajlamosak, és a sűrűbben szializált felszíni glikánokon ezáltal 

hozzáférhetetlenné válhatnak a Gal-1-kötő helyek. Ennek a hipotézisnek az alátámasztására 

olyan kísérletet terveztünk, melynek során az SLE-s T-sejteket olyan rekombináns 

neuraminidáz (2-3,6,8Neu) enzimmel kezeltük, ami specifikusan eltávolítja az α2-3,6,8-kötött 

sziálsavat a glikánokról. A kezelés után az SLE-s aktivált T-sejtek Gal-1-kötése növekedett 

(23. Ábra), és a kontroll T-sejtekéhez vált hasonlóvá (nem bemutatott adat). 
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22. Ábra. Szialil-transzferáz (ST) és neurmaminidáz-1 (NEU-1) enzimek 

génexpressziójának mértéke aktivált T-sejtekben.  

(A) Az enzimek mRNS-ének expressziója aktivált T-sejtekben, RT-qPCR-rel mérve. A 

gének teljes nevét a 3. Táblázat mutatja be. (B) A szializációt végző ST és a deszializációt 

végző NEU1 expressziók arányai. Az mRNS expressziós hányadosokat a következőképpen 

számoltuk ki minden egyes betegnél: ΔCt ST/ΔCt NEU1. A függőleges tengely a relatív 

expressziót mutatja az RPL27 housekeeping génre normalizálva (log2 transzformáció, 

ΔCt). A dobozokban levő vonal a mediánt, a dobozok alsó és felső éle a 25-ös és 75-ös 

percentilist, a bajuszok a minimum és maximum értéket mutatják. n.s.: nem szignifikáns, 

**p < 0,01; ***p < 0,001. SLE: n=18, egészséges kontroll: n=19.  
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23. Ábra. Neuraminidáz kezelés hatása SLE-s aktivált T-sejtek Gal-1 kötésére.  

Az aktivált T-sejteket α2-3,6,8 neuraminidázzal kezeltük (Gal-1+α2-3,6,8 Neu; pontozott 

vonal ill. szürke oszlop) vagy kezeletlenül hagytuk (Gal-1; folyamatos vonal ill. üres 

oszlop). A sejtfelszíni Gal-1 kötést citofluorimetriával vizsgáltuk. A felső panelen egy 

reprezentatív minta eredményeit mutatjuk be, az alsó panelen pedig a vizsgált minták 

átlagos fluoreszcens intenzitásának (MFI) eredményeit (átlag ±SEM; n=3).  p< 0,05;. 

 

 

4.2.3. A TMEM203 szerepének vizsgálata SLE-ben 

A betegek között 18 nő és két férfi volt, átlagos SLEDAI-2K értékük 15,53 (2-30), anti-

dsDNS antitestszintjük 122,72 (10-200) IU/ml, C3 complement szintjük 84,17 (21-141) g/l, 

C4 complement szintjük 13,89 (3-29) volt. Vizsgálataink során két, már jól jellemzett és SLE-

vel is kapcsolatba hozott jelátvivő molekula, a STING és a MAVS, valamint a 

TMEM203génexpresszióját vizsgáltuk. Az egészséges kontrollokhoz képest SLE-ben a MAVS 

szintje igen nagy mértékben csökkent volt, nagyrészt csak minimális MAVS mRNS 
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expressziót találtunk SLE-s T-sejtekben. A TMEM203 molekula ezzel szemben jelentősen 

fokozott expressziót mutatott, 13,83-szoros upregulációt észleltünk a kontrollokhoz képest 

(SD 6,52, interquartilis határok: 8,6 és 18,8). Méréseinkkel ugyanakkor nem találtunk 

különbséget a STING mRNS mennyiségében SLE-s és kontroll személyek aktivált T-

lymphocytáiban. A TMEM203 szerepét támasztja alá az is, hogy a betegség-aktivitási 

markerek közül a C3 complementtel fordított arányosságot mutatott (24. Ábra). 

 

 

 

24. Ábra. A MAVS, TMEM203 és STING mRNS expresszió mértéke aktív SLE-s betegek és 

egészséges kontrollok aktivált T-lymphocytáiban, valamint a TMEM203 mRNS 

összefüggése a C3-complementszinttel. 

(A) A vizsgált személyek PHA-L-aktivált T-lymphocytáiban RT-qPCR-rel mért mRNS szintek 

(relatív értékek a β-actin mRNS-hez képest). (B) A TMEM203 relatív mRNS expressziós 

értékek fordítottan arányosak a C3 complementszinttel. ***p<0,0001, * p<0,05.  

A 

B 

dc_1719_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



77 
 

 

4.2.4. Antifoszfolipid antitestek szerepe az SLE nem-thromboemboliás mechanizmusú szervi 

manifesztációinak kialakulásában 

 

4.2.4.1. A teljes beteganyag bemutatása 

A betegek közül 105-nél (47%) találtunk a Sydney-i kritériumoknak megfelelő APA-

pozitivitást, közülük 52-ben (23%) ez a kritériumoknak megfelelő tünettel is társult, teljesítve 

így az APS osztályozási feltételeit (138). Ezen tünetek 39 esetben vénás thromboembolia, 8 

esetben stroke, 9 esetben pedig ismétlődő spontán vetélés vagy késői intrauterin elhalás voltak 

(egy betegben többféle kritérium-tünet is előfordulhatott). 

A teljes SLE-s beteganyag klinikai jellemzőit (legfontosabb ill. leggyakoribb szervi 

manifesztációk, immunszuppresszív terápiák) és az immunszerológiai profil adatait a 9. 

Táblázatban mutatjuk be.  

  

dc_1719_19

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



78 
 

 

Klinikai jellemző % 
Immunszerológiai jellemző ill. 

gyógyszeres terápia 
% 

Arthritis 89,3 ANA 87,1 

Photosensitív rash 65,2 anti-dsDNA 76,3 

Nem-haemolytikus anaemia 56,3 anti-SSA 46,0 

Raynaud jelenség 54,9 anti-SSB 33,9 

Leukopenia 54,0 anti-Sm 21,4 

Lymphopenia 46,0 anti-RNP 16,1 

Egyéb bőrmanifesztációk 32,1 anti-cardiolipin 35,3 

Lymphadenomegalia 31,3 anti-ß2GPI 23,2 

Pleuritis 30,4 lupus anticoaguláns 24,6 

Pericarditis 24,1 csökkent C3 complement 62,9 

Pillangó  erythema 20,5 csökkent C4 complement 46,4 

Vénás thromboembolia 19,1 oralis corticosteroid 90,2 

Bőrvasculitis 18,8 i.v. corticosteroid 37,5 

Thrombocytopenia 17,9 chloroquin 62,9 

Sjögren szindróma overlap 17,9 azathioprin 34,4 

Haemolytikus anaemia 14,7 i.v. cyclophosphamid 25,9 

Oralis ulceratio 10,3 methotrexát 21,0 

Ismétlődő spontán abortus 5,2* cyclosporin A 9,8 

Nephritis 35,3   

Interstitialis pneumonia 8,9   

Organikus agyi szindróma 7,1   

Stroke 4,5   

Myocarditis 3,6   

Convulsio 3,6   

Psychosis 2,7   

Endocarditis 1,3   

 

9. Táblázat. A leggyakoribb, illetve legfontosabb szervi manifesztációk, valamint az 

immunszerológiai eltérések és az alkalmazott immunszuppresszív kezelések előfordulása a 

teljes SLE-s beteganyagban.  

anti-ß2GPI: anti-beta2-glycoprotein I, ANA: anti-nuclearis antitest, anti-dsDNA: kettősszálú 

DNS elleni antitest - anti-double stranded DNA. * előfordulási gyakoriság csak a nőbetegek 

számából számolva; a major szervi manifesztációk vastag betűvel szedve 
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4.2.4.2. A klinikai kép különbözőségei antifoszfolipid antitest-pozitív és –negatív betegek 

között. 

A klinikai és laboratóriumi eltérések gyakoriságát összehasonlítva az APA-pozitív (n=105) és 

APA-negatív (n=119) betegek között azt tapasztaltuk, hogy nemcsak a vénás 

thromboemboliás események várt – és definícióból következő – prevalenciájában volt 

szignifikáns különbség a két alcsoport között, hanem az endocarditis, a haemolytikus anaemia 

és a thrombocytopenia is gyakrabban volt megfigyelhető APA-pozitivitás esetén. Ezek közül 

ugyan az endocarditisnél nem volt szignifikáns statisztikailag a különbség, de ez minden 

bizonnyal az alacsony elemszámnak tudható be, hiszem mindhárom non-bacterialis (Libman-

Saks) endocarditises betegünk APA-pozitív is volt. Az egy betegben előfordult szervi 

manifesztációk száma, ami a betegség súlyosságát és terhét jelzi az adott beteg 

vonatkozásában, szintén szignifikánsan magasabb volt akkor, ha APA volt konzekvensen 

kimutatható a betegben (10. Táblázat) 

 

A (valaha 

előfordult) 

szervi 

manifesztációk 

száma (átlag) 

Endocarditis 

n (%) 

Vénás 

thrombo-

embolia 

n (%) 

Haemolytikus 

anaemia 

n (%) 

Thrombo-

cytopenia 

n (%) 

APA+ 7,6 3 (2,8) 39 (37,1) 23 (21,9) 27 (25,7) 

APA- 6,8 0 4 (3,36) 10 (8,4) 13 (10,9) 

p <0,05 0,101 <0,0001 0,007 0,005 

 

10. Táblázat. Az APA-pozitív és –negatív SLE-s betegek összehasonlítása során kapott 

fontosabb eltérések 

APA: antifoszfolipid antitest 

 

4.2.4.3. A klinikai kép összevetése APS-sel társuló illetve APS nélküli SLE-s betegek között 

Az összes megvizsgált paraméter gyakoriságát összevetettük aszerinti felbontásban is, hogy 

az SLE-hez társult-e APS vagy sem. A 11. Táblázatban látható, hogy jelentősen különbözik a 

betegség lefolyása a két alcsoportban. Amennyiben az APA-pozitivitáshoz a kritériumokban 

megadott artériás vagy vénás thromboemboliás ill. szülészeti komplikáció is társult, akkor 

nagyobb eséllyel tapasztaljuk nemcsak e kritériumtünetek jelenlétét a vizsgált 

betegcsoportban, hanem szignifikánsan gyakoribb a nephritis, a myocarditis, az interstitialis 

pneumonia, az organikus agyi szindróma vagy a thrombocytopenia előfordulása is. Ennek 

megfelelően a szervi manifesztációk száma is magasabb, ezen belül a major manifesztációké 

is, sőt ez utóbbiak vonatkozásában még nagyobb, több mint kétszeres gyakoriság-növekedést 

tapasztaltunk APS esetén, pedig utóbbi összehasonlításban a stroke-ot, mint APS 

kritériumtünetet, ki is vettük a major manifesztációk közül. Látható, hogy a szív-, illetve 
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tüdőérintettség kb. háromszor, a nephritis közel kétszer gyakrabban fordul elő APS-sel járó 

SLE-s betegekben. Nem meglepő, hogy az intenzív immunszuppressziót jelző iv. 

corticosteroid és iv. cyclophosphamid kezelést is gyakrabban alkalmaztuk ezen 

betegcsoportban, hasonlóan a – gyakran, de természetesen nem mindig, az előbbiek 

folytatásaként fenntartó immunszuppresszió céljára alkalmazott – azahtioprinhez. 

 

 
SLE + APS 

n=52 

SLE APS nélkül 

n=172 

Stroke 15.4% 1.2% 

Vénás thromboembolia 75.0% 2.3% 

Ismétlődő spontánvetélés 17.3% 1.25% 

Pleuritis 40.4% 24.3 % 

Nephritis 53.9% 29.4% 

Myocarditis 7.7% 2.3% 

Interstitialis pneumonia 17.3% 6.4% 

Organikus agyi szindróma 13.5% 5.2% 

Thrombocytopenia 26.9% 17.8% 

A (valaha előfordult) szervi 

manifesztációk száma (átlag) 
8.1 6.9 

A (valaha előfordult) major 

szervi manifesztációk száma 

(átlag) 

1.2 0.5 

iv. corticosteroid 56% 32% 

azathioprin 52% 29% 

cyclophosphamid 39% 22% 

 

11. Táblázat. A klinikai kép különbsége APS-sel társuló illetve anélkül jelentkező SLE-s 

betegek között. 

A táblázat a szignifikáns eltérést mutató szervi manifesztációk, a betegek kezelésében 

alkalmazott terápiák arányát, illetve a valaha előfordult szervi manifesztációk, és azon belül 

major szervi manifesztációk számát (átlag) mutatja be. Minden összehasonlításban: p<0,05. 
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4.3. A biológiai terápia leépítésének lehetőségei krónikus arthritisekben 

A betegek átlag életkora RA esetében 60 év volt /21-84 év/ , AS esetében 46 év /20-67 év/, 

AP esetében 57 /24-74 év/ volt.  A 126 RA-s beteg közül 97 betegnél történt anti-citrullinált 

peptid (ACPA) antitestmeghatározás, mely ezen betegek 68 %-ában (66 beteg) volt pozitív, 

míg a rheumatoid faktorról (RF) 121 beteg esetében volt adatunk, ezen betegek 66,9 %-ban 

(81 beteg) volt RF pozitivitás. A 112, ezirányban vizsgált beteg közül 58 %-ban (65 beteg) 

látszottak erosiv eltérések a kéz röntgen felvételen. 

A biológiai terápia tartós leállításának okait a 25. Ábrán mutatjuk be, összevonva a három 

betegcsoportot. Leggyakrabban abszolút vagy relatív ellenjavallat megjelenése volt a leállítás 

oka, úgy mint mellékhatás (ezen belül 20 esetben /11,4 %/ allergiás reakció), gyakori vagy 

krónikus infekciók, ill. tumor megjelenése, vagy annak gyanúja és tumorkutatás. De gyakran 

fordult el az is, hogy tartós remisszió miatt döntött úgy a kezelőorvos illetve a beteg, hogy a 

továbbiakban megpróbálják biologikum nélkül kezelni a betegséget, ugyanakkor sok esetben 

hatástalanság, máskor a nem megfelelőnek ítélt beteg-compliance és az abból eredő esetleges 

kockázatok képezték a leállítás okát. Voltak arra példák, hogy családtervezés miatt állt le a 

kezelés, illetve néhány ritkább ok, mint pl. külföldi munkavállalás is szerepelt.  

 

 

25. Ábra. A biológiai terápia tartós leállításának okai a vizsgált RA-s, AS-s és AP-s betegek 

körében 

Esetszámok: RA: 126, AS: 38, AP: 11. 

A biológiai terápia tartós leállítása utáni kórlefolyásról 81 RA-s és 17 AS-s, valamint 2 AP-s 

betegtől állt rendelkezésre kellő mennyiségű utánkövetési adat, így a továbbiakban csak az 

mellékhatás (n=32)

fertőzés (n=25)

tumor (n=21)

remisszió (n=18)

családtervezés (n=7)

hatástalanság (n=28)

elégtelen compliance (n=27)

egyéb (n=17)
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RA-s és az AS-s betegek adatait analizáltuk. A fontosabb adatokat a 12. Táblázatban 

foglaltuk össze.  

Az átlagos betegség-fennállási idő (a diagnózis felállításától számítva a vizsgálat időpontjáig 

eltelt időtartam) RA esetében 180 hónap volt (32-612 hónap), míg AS esetében 186 hónap (9-

396 hónap), vagyis, az akkori trendeknek megfelelően nagy többségében már régóta fennálló 

betegségben szenvedtek. A biológiai terápiát a leállításkor RA esetében átlagosan 20 (1-60 

hónap), míg AS esetében átlagosan 13 hónapig (0,5-39 hónap) kapták.  Az RA-s betegek 

esetében 44,4 %-ban, AS-s betegek esetében 41,1 %-ban fordult elő biológiai terápia váltás 

ezen időszak során.  

RA esetében a betegek 40,7 %-ában (n=33) volt alacsony betegségaktivitás a terápia 

leállításakor, míg 17,2 %-ban (n=14) magas aktivitás mellett történt a terápia befejezése.  Az 

utánkövetési időszak végén, átlagosan 22 hónap utánkövetés után, a betegek 33,3 %-ban 

(n=27) alacsony, 45,7%-ban közepes (n=37), 20,9 %-ban (n=17) pedig magas volt az 

aktivitás. Azon RA-es betegek, akiknél alacsony betegségaktivitás mellett történt a biológiai 

terápia leállítása (n=33) 60,6 %-ban (n=20) remisszióban maradtak, és csak 15,1 %-ban (n=5) 

fordult elő relapsus, ami átlagosan 15 hónappal a biológiai terápia felfüggesztése után 

következett be. A leállítás után is remisszióban maradó betegeknél a remisszió hossza 

átlagosan 16 hónap (3-48 hónap). Azon RA-s betegeknél, akiknél a biológiai terápia 

leállításakor alacsony volt a betegségaktivitás, és jelenleg is alacsony maradt (n=20), 50 %-

ban csak a hagyományos DMARD terápiát kapták, 20 %-ban glucocorticosteriod terápiát, 20 

%-ban DMARD és glucocorticosteroid terápiát együtt, míg 10 %-ban semmilyen terápiát sem 

kaptak. 

Ami a leállítás utáni kórlefolyás prediktorait illeti, a remisszió hossza fordított arányosságot 

mutatott a leállításkor tapasztalt betegség-aktivitással, valamint szintén fordítottan arányos 

volt a biológiai terápia hosszával (p<0,05).  Hasonlóképpen, a relapsus bekövetkezése 

összefüggést mutatott a leállításkor mért betegség-aktivitással (átlagos DAS28 3,3 ± 1,33 

azon betegek között, akinél nem lett relapsus vs 4,2 ± 1,15 akiknél lett, p<0,05), és közel 

szignifikáns eltérés volt a biológiai kezelés tartamában a két alcsoport között (relapsus lett: 

26,3 ± 19,3 hónap, relapsus nem lett: 18,5 ± 16,1 hónap, p=0,08). Ezzel szemben nem volt 

összefüggés a relapsus megjelenése, illetve a remisszióban maradás tartama és az ACPA vagy 

a rheumatoid faktor jelenléte között. Nem függött a relapsus megjelenése, valamint a 

remisszióban maradás attól sem, hogy milyen okból történt a biológiai terápia leállítása, hogy 

a biológiai terápia tartós leállítását követően kaptak-e DMARD vagy corticosteroid kezelést a 

betegek. Illetve attól sem, hogy a diagnózis felállítását követően hány hónappal indult el a 

biológiai terápia.  
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 RA 

(n=81) 

AS 

(n=17) 

Fennállási idő a diagnosis óta (hónap) 180 /32-612/ 186 /9-396/ 

A biológiai terápia hossza (hónap) 20 /1-60/ 13 /0.5-39/ 

Betegek %-os aránya, akiknél legalább egy 

biologikum-váltás történt 
44.4 41.1 

Betegség-aktivitás a leállításkor (RA: DAS28, 

AS: BASDAI) 
3.76 /1.5-6.8/ 4.05 /1.0-8.7/ 

A leállítás idején alacsony betegség-aktivitással 

rendelkező betegek aránya  
40.7 17.6 

A leállítás idején közepes betegség-aktivitással 

rendelkező betegek aránya 
52.1 29.4 

A leállítás idején magas betegség-aktivitással 

rendelkező betegek aránya 
17.2 52.9 

 

12. Táblázat. Az utánkövetett RA-s és AS-es betegek egyes klinikai adatai 

 

Az utánkövetett RA-s betegeknél 6 beteg esetében került sor a biológiai terápia tartós 

leállítására régóta fennálló remisszió miatt. Mind a hatan változatlanul remisszióban voltak a 

felmérés idején is, három esetben hagyományos DMARD kezelés mellett maradt inaktív a 

betegség 17 hónappal, 37 hónappal illetve 55 hónappal a leállítás után. Két beteg 

corticosteroid és DMARD kezelés mellett maradt remisszióban 19 és 7 hónapja, egy beteg 

pedig minden specifikus terápia nélkül 3 hónapja.  

AS esetében a terápia leállításakor a betegek 17,6 %-ában (n=3) volt alacsony az aktivitás, 

29,4 %-ában (n=5) közepes aktivitás (BASDAI 2,1 és 4 között), 52,9 %-ában (n=9) pedig 

magas volt. Átlagosan 20 hónap utánkövetés után 11,7 %-ban (n=2) tapasztaltunk alacsony 

aktivitást, 35,2 %-ban (n=6) közepest, és 52,9 %-ban (n=9) volt magas az aktivitás. A betegek 

35 %-ában (n=6) fordult elő relapsus. Még azon 8 beteg közül is, akiknél BASDAI < 4, azaz 

alacsony vagy közepes betegség-aktivitás idején állt le az anti-TNF kezelés, 4-nek relapsusa 

lett átlagosan 6 hónappal /3-9/ a leállítás után. Az AS-s betegek közül két esetben 

sulfasalazine terápiát alkalmaztunk a biologikum elhagyását követően is, ezen két beteg közül 

az egyik esetben alacsony betegség aktivitás mellett állt le a biológiai terápia, és nála alacsony 

is maradt az aktivitás, míg a másik esetben magas aktivitásnál állítottuk le, és ez az 

utánkövetés során sem csökkent. Az alacsony betegségaktivitást mutató beteg a sulfasalazine 

terápia mellett kis dózisú corticosteroid terápiát is kap.  Az AS-s beteganyag vizsgálata során 

az alacsony betegszám miatt nem kaptunk statisztikailag értékelhető eredményeket arra 

vonatkozóan, hogy mi befolyásolja a relapsus megjelenését illetve a remisszióban maradást.  
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5. Megbeszélés 

 

5.1. Sicca tünetek pathogenesise SS-ben– acetylcholin receptor elleni antitestek potenciális 

szerepe 

Munkánk során azon hipotézisekből indultunk ki, hogy SS-ben a klinikai képet gyakran 

domináló sicca tünetek hátterében nem(csak) az exokrin mirigyállomány irreverzibilis 

pusztulása áll, hanem potenciálisan befolyásolható immunológiai folyamatoknak is szerepük 

van. A paraszimpatikus idegrendszer működészavarával kapcsolatos saját és szakirodalmi 

megfigyelések azt sugallták, hogy a cholinerg neurotranszmisszió zavara egy ilyen potenciális 

tényező lehet, és ennek lokalizációját eredményeink alapján az m3AchR-ben feltételeztük. 

Ezért, a betegségre jellemző polyclonalis immunglobulin túltermelődést is figyelembe véve, 

anti-m3AchR antitestek keresését kezdtük el. 

Munkánk kezdetén két, egymástól független munkacsoportnak voltak egy-egy publikációt 

eredményező, friss adatai, melyek állatkísérletes modellekben acetylcholin-receptorral reagáló 

antitestek jelenlétére utaltak SS-ben (45,46). Pathogenesis, diagnosztika és terápiás 

vonatkozások alapján is fontosnak tartottuk, hogy a humán m3AchR-t, mint antigént 

befolyásoló autoantitestek jelenlétét és szerepét kutassuk, és hogy a gyakorlatban is jól 

alkalmazható immundiagnosztikai tesztet dolgozzunk ki. Főbb eredményeink a 

következőkben foglalhatók össze. A humán m3AChR második extracelluláris hurokszakaszán 

keresendő az immundomináns antigén-determináns, de a harmadik extracelluláris hurok is 

releváns antigén-lokalizáció lehet, és ezek alapján a receptor ellen oligo- vagy polyclonalis 

autoimmun válasz feltételezhető SS-ben. Szintetikus peptid formában nem, de GST-vel fúziós 

fehérje formában elkészített antigént használva ELISA-val m3AChR ellenes antitestek 

mutathatók ki magas szenzitivitással és specificitással SS-ben. Az antitestek kóroki szerepét 

támogatja, hogy ki tudtuk mutatni kötődésüket a nyálmirigyek acetylcholin-receptoraihoz.  

Saját kísérleti eredményeink publikálása után még számos munkacsoport is közölt 

eredményeket az m3AChR különböző régióin elhelyezkedő epitópok elleni antitest-

vizsgálatokról. Ezek között szerepelnek negatív konklúziók is, vagyis az, hogy nem találtak 

anti-m3AChR antitesteket SS-ben (48, 191, 192), de többségében az antitestek változó 

gyakoriságú jelenlétéről számoltak be; epitópként mind a második (193-195), mind a 

harmadik extracelluláris hurok felmerült (196, 197), az előfordulási gyakoriság pedig 11/122 

és 9/11 között mozgott (194, 195). Az immundetektálás módszere is igen változatos volt, és 

az látszik, hogy a hagyományos peptid ELISA módszert használó kísérletek, saját 

munkánkhoz hasonlóan, nem voltak eredményesek az anti-m3AChR kimutatására (48, 191, 

192). Ezzel szemben az antigén sokszor igen bonyolult módosítása (pl. kínai hörcsög ovárium 

sejtkultúrában történő expressziója (195), felszíni plasmon-rezonancia technikával történő 

mérése (196), in-cell Western blotting m3AChR-ral transzfektált sejtekben (198) vagy az 

epitóp ciklikus formába történő átalakítása (199) szerepelt még az antigén-prezentációs 

eljárások között, változó eredménnyel.  
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Saját munkánk is azt igazolta, hogy a feltehetően konformációs epitóppal szembeni 

immunválasz detektálására a lineáris peptidek nem alkalmasak. Két független vizsgálatunk, 

melyeket független betegkohorszokon és eltérő antigénekkel végeztünk, azt mutatta, hogy a 

második extracelluláris hurkon elhelyezkedő KRSE és AGSE szekvenciák és a harmadik 

hurkon lokalizált YNIP peptid ilyen módszerű prezentálása magas szenzitivitású, de mérsékelt 

specificitású. Az előző bekezdésben említett, az m3AchR térbeli struktúráját megőrizni 

szándékozó módszerek valóban lehetővé tették az antitestek kimutatását, azonban 

munkaigényességük, költségük miatt nem válhattak a rutin diagnosztika részévé. Emiatt, bár 

velünk egyidőben ill. nem sokkal utánunk számos munkacsoport foglalkozott az anti-

m3AChR antitestek kimutatásával SS-ben, és a kérdést több review is igen fontosnak, mind 

pathogenesis, mind diagnosztika szempontjából sarkalatosnak értékelte (200-204), 2010. után 

jelentősen visszaesett a témával foglalkozó eredeti közlemények száma. Úgy gondoljuk 

azonban, hogy eljárásunk, melyben GST-vel fúzióban, és dimer formában prezentáljuk az 

ELISA vizsgálatkor az m3AChR-specifikus epitópot, alkalmas a megfelelő antigenitást 

biztosító térbeli konformáció felvételére. Így az eljárás tapasztalataink alapján kellő 

specificitású és szenzitivitású lehet a primer SS és nemcsak az egészséges személyek, hanem 

más szisztémás autoimmun betegek, illetve SS-t utánzó kórképek differenciál-

diagnosztikájára is. A GST-fúziós eljárást egyéb antigének, elsősorban nagy fehérjéken 

elhelyezkedő, nem-lineáris epitópok azonosítására is ajánlani tudjuk, ahogy azt 

munkacsoportunk tagjai korábban már sikeresen is alkalmazták a bullosus pemphigoid 

diagnosztikájában (49). Kiemelem azt is, hogy amikor a KRSE szakasz helyett második 

programunkban az ezt a szekvenciát tartalmazó, de hosszabb AGSE peptidet használtuk, a 

kimutatás specificitása jelentősen csökkent (bár az eredmények közvetlenül nem 

összehasonlíthatók), sőt a szintetikus peptidekénél is alacsonyabbá vált. Feltételezhető, hogy a 

rövidebb YNIP szakasz jobb diagnosztikai hatékonysága is ezzel magyarázható. Ezért a – 

standard epitóp-mapping eljárásokhoz hasonlóan – az MHC-kapcsolt antigén-prezentálás 

élettani folyamatához közel álló rövidebb, 7-12 aminosavas szekvenciák GST-fúzionált 

formáját valószínűsítjük a sikeres diagnosztikai módszer kifejlesztéséhez szükséges továbi 

kutatások választandó módszerének. Az így kiválasztott antigén(ek) tesztelésére nagy 

esetszámú, több központ akár nemzetközi együttműködésével megvalósuló vizsgálat lenne 

alkalmas. Az említett nehézségek és a kutatási érdeklődés más irányba fordulása miatt 

azonban e munka elvégzésére már munkacsoportunk sem vállalkozott. 

Az immundetektáláson és diagnosztikai értéken kívül érdekes kérdés az acetlycholin hatását 

receptoriális szinten gátló autoimmun folyamat igazolása is, vagyis hogy van-e pathogenetikai 

szerepe, így esetlegesen érdemes-e terápiásan is figyelembe venni a feltételezett anti-m3AchR 

antitesteket. Microfluorimetriás, patch-clamp és immunofluorescens konfokális mikroszkópos 

vizsgálatok egybehangzóan azt igazolták, hogy az SS-s betegekből származó IgG gátolja a 

cholinerg agonista által kiváltott intracelluláris calciumszint-emelkedést, a K+ és a Cl- 

ioncsatornák aktiválódását mind kísérleti állatokból, mind emberből származó 

nyálmirigysejtekben (205-207). Más kísérletekben azt mutatták ki, hogy az SS-s IgG gátolja a 

nyálszekrécióban kulcsszerepet játszó aquaporin-5 normális transzportját a sejtfelszínre (208), 

vagy prosztaglandin E2, illetve matrix metalloprotenináz-3 termelődését serkenti a nyálmirigy 

sejttenyészetekben (210). Az SS-s betegekből származó IgG m3AchR-specifikus módon 
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gátolta kísérleti állatok húgyhólyag-simaizomsejtjeinek vagy colonjának cholinerg-agonista 

által kiváltott összehúzódását is (210, 211). Mindezek meggyőzően támogatják, hogy SS-s 

betegekben az m3AChR-en keresztüli normális neurotranszmissziót gátló immunglobulinok 

vannak jelen, azonban úgy gondoltuk, fontos azt is igazolni, hogy e jelenség nemcsak in vitro 

kísérleti elrendezésekben történik meg. Ennek feltétele az, hogy az anti-m3AchR antitestek 

emberi nyálmirigy-beli kötődését tudjuk igazolni, melyet munkacsoportunk elsőként tudott 

bizonyítani.  

A fénymikroszkópos immunfluoreszcencia önmagában annyit képes bizonyítani, hogy SS-s 

betegek széruma normális human nyálmirigyekhez képes kötődni, illetve SS-s betegek 

nyálmirigyeiben már in vivo bekötődött antitestek mutathatók ki. Az m3AChR213-228 ellenes 

tisztított, monospecifikus ellenanyag egyértelmű kötődése a sejtek basolateralis membránján, 

kihagyva más, a tisztítatlan szérummal reagáló területet, már erősebben támogatja annak 

lehetőségét, hogy az m3AChR-rel reagáló antitestek vannak a SS-s betegek szérumában. A 

még pontosabb bizonyítékot az immun-elektronmikroszkópos vizsgálatok adták, melyek már 

egyértelmű lokalizációban, a cholinerg idegvégződésekben mutatták ki a szérum 

kapcsolódását az antigénjéhez. A lokalizáció mellett az m3AChR-specifikus tisztított Ig-

frakció kötődése, ennek az m3AChR213-228 antigénnel történt előzetes inkubációt követő 

gátlása, valamint a VIP-pel, mint a cholinerg végkészülékek markerével történő együttes 

lokalizációja igazolja, hogy valóban a feltételezett antigénnel szembeni autoantitesteket 

mutattuk ki. Mindez nemcsak az anti-m3AChR antitestek kórélettani szerepét támasztja alá 

SS-ben, hanem a m3AChR213-228 mint a második extracelluláris hurkon elhelyezkedő 

immundomináns epitóp kiválasztásának helyességét is támogatja. 

Eredményeink természetesen távol vannak attól, hogy közvetlen terápiás következtetést 

lehetne levonni belőlük. Mindenesetre azt tudjuk a cholinerg agonistákkal végzett terápiás 

vizsgálatok alapján, hogy hatékonyságuk igen kérdéses és korlátozott, valamint számos 

mellékhatással járhatnak, akár pilocarpint, akár a m3AChR-re specifikus cevimelint 

használták a vizsgálatok során (212-215). A fentiek alapján ez annak is betudható lehet, hogy 

az autoantitestek által elfoglalt receptoron át nem tud elégséges ingert kelteni a cholinerg 

agonista, illetve, ahogy az említett funkcionális kísérletek is mutatták in vitro, egyéb 

mechanizmussal, akár nem-kompetitív módon is, de gátolja az m3AChR-en keresztül 

megvalósuló neurotranszmissziót a receptor-ellenes antitest. Ezzel szemben vannak adatok a 

B-sejteket gátló célzott terápia, a rituximab hatékonyságáról SS-ben (215-218). Ugyan ezen 

eredmények sem mutatnak sajnos átütő hatékonyságot, illetve csak a betegek egy részében 

tűntek hatékonynak a szerek, de reményt adnak arra, hogy az autoantitest-gátló terápiás 

megközelítések, akár monoclonalis antitest, akár más specifikus immunterápia formájában, a 

jövőben jobban tudják majd befolyásolni a betegek számára sokszor nagyon rossz 

életminőséget okozó sicca tüneteket. 

 

5. 2. A klinikai képet alakító pathogenetikai eltérések vizsgálata SLE-ben 

Amint a Bevezetésben említettem, SLE-ben a T-sejtek számos funkciójuk során kórosan 

működnek, ezért az SLE pathogenesisének vizsgálatát célzó kutatásaink során is a T-sejtekre 
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koncentráltunk. Két olyan folyamatot vizsgáltunk, melyekkel kapcsolatban egy-egy 

állatkísérletes eredményen vagy általános immunológiai sejtélettani vizsgálatokon túl még 

nem történtek humán mintákat felhasználó kutatások SLE-ben. A Gal-1 SLE-ben játszott 

szerepének kutatását összekapcsoltuk a Gal-1-indukált immunfolyamatok, konkrétan az 

apoptosis indukció mechanizmusainak alapkísérletes vizsgálatával is, mivel laboratóriumi 

partnerünknek, a Szegedi Biológiai Kutatóközpont Lymphocyta Jelátviteli Laboratóriumának 

ebben sok éves tapasztalata és sikeres tevékenysége volt.  

Kísérleteink eredményeként leírtunk egy új immunológiai mechanizmust, ami SLE-ben is 

szerepet játszhat a T-sejt diszfunkció kialakításában. Normális esetben a jellemzően antigén-

prezentáló sejtek vagy a különböző kötőszöveti sejtek által expresszált Gal-1 kapcsolódik a T-

sejtek felszínén található glikoprotein természetű partnereihez, és a T-sejt működést gátló 

szabályozó funkciókat fejt ki. Ennek mechanizmusa lehet apoptosis indukció, különösen a 

Th1 és a Th17 alcsoportokban, vagy Treg irányú differenciálódás indukálása. Ezen funkciók 

fontos szerepet töltenek be az immunválasz lecsengésében, a normális immunhomeosztázis és 

T-sejt aktivációs küszöb fenntartásában. Amennyiben azonban a T-sejtek aktivációjuk során 

nem expresszálnak kellő mennyiségű intracelluláris, de novo szintetizált endogén Gal-1-t, 

akkor az exogén Gal-1 hatásával szemben is rezisztensek lesznek. Ennek következménye 

csökkent Th1 és Th17 apoptosis és kórosan fokozott T-sejt működés lesz, ami elősegítheti 

autoimmun folyamatok indukcióját vagy fenntartását. Egér T-lymphocytákon és Jurkat 

sejteken szerzett megfigyeléseink teljes mértékben visszaköszöntek SLE-s lymphocytákon 

végzett méréseink során, ahol aktív betegség idején csökkent endogén Gal-1 mRNS 

expressziót és exogén Gal-1-gyel szembeni csökkent apoptosis választ találtunk. Ha 

ugyanezen betegek sejtjein megismételtük a méréseket egy későbbi időpontban, amikor 

betegségük inaktívvá vált, a leírt eltérések megszűntek. Természetesen utóbbi eredményeink 

csak leíró jellegűek, egy konzekvens asszociációt tárnak fel az endogén és exogén Gal-1 

szintek között, de – ellentétben az egér és Jurkat sejteken végzett kísérleteinkkel – közvetlen 

ok-okozati összefüggést nem lehet megállapítani. 

A leírtak mechanizmusának pontos tisztázása tehát még várat magára. Először is, mivel a Gal-

1 számos sejtfelszíni ligandhoz képes kötődni, pl. CD45 (79), CD43 (219), CD6 (220), stb. 

valamint indirekt módon is képes a lipid raftok aggregációját befolyásolni, így igen sokféle 

intracelluláris jelátviteli folyamatot képes a kötődése befolyásolni. Egyik legjobban jellemzett 

folyamat a Gal-1 apoptosist indukáló hatása, ennek mechanizmusának a leírásában 

munkacsoportunk tagjainak kulcsszerepe volt (71,78,80). A befolyás természete és mértéke a 

sejt aktiváltsági állapotától, a sejtfelszíni glikoproteinek aktuális összetételétől is függ. Még 

kevesebbet lehet tudni az endogén Gal-1 szerepéről és expressziójának szabályozásáról: az 

egyik, hogy a sejtmembránhoz kapcsolja a H-Ras onkogént (221), a másik, hogy a Gemin4-en 

keresztül befolyásolja a spliceosomák működését (93). Egyik funkció sem játszik szerepet az 

immunrendszer működésében, és nem igényel szénhidrát-kapcsolódást (222-223). A Gal-1 

génjének promotere metiláció- érzékeny (224), bár nem világos ennek kapcsolata jelen 

eredményeinkkel, mivel aktív SLE-re a gének általános alulmetiláltsága és így fokozott 

transzkripció a jellemző. 
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A Gal-1-et sok autoimmun betegség állatmodelljében vizsgálták, és kapcsolatba hozták 

rheumatoid arthritis, colitis, hepatitis, nephritis, encephalomyelitis, myasthenia gravis és SLE 

kialakulásával is (77, 95, 97, 161, 225, 226). Munkánk az első, mely igazolta, hogy a Gal-1 az 

SLE-s betegekben is kóros szerepet játszik, és úgy tűnik, hiánya egy lehet az SLE-s T-sejtek 

komplex működészavarát kiváltó sok tényező közül. A normálisan immunregulátor 

funkciókat ellátó Gal-1 hiánya, illetve a vele szemben fennálló rezisztencia a T-sejtek kóros 

aktivációját, különösen a Th1 és Th17 vonal fokozott működését, valamint csökkent Treg 

irányú differenciálódást illetve Treg funkciót okozhat. Mivel a Gal-1 a tumorok elleni 

védekezésben is fontos szerepet játszik, közvetlen terápiás felhasználhatósága SLE-ben már 

csak ezért sem reális opció, ezért is tartottuk fontosnak az általunk leírt jelenség pontosabb 

megismerését, hogy ezáltal esetleg szelektív és biztonságos terápiás célpont azonosításához 

tudjunk hozzájárulni.  

Az endogén Gal-1 expresszió regulációjának fenti problémái miatt figyelmünk az exogén Gal-

1 által kiváltott apoptosis szabályozásának irányába fordult. Erre azért is szükség volt, mert az 

első kérdés, ami nyitva maradt, hogy az exogén Gal-1-gyel szembeni rezisztencia hátterében 

nem állhat-e az, hogy a Gal-1 nem, vagy kevésbé kötődik a T-sejtek felszínéhez. Ehhez a 

sejtfelszíni glikoproteinek összességének (a glikom-nak) az összetételét, a potenciális Gal-1-

kötő helyek mennyiségét kellett feltérképezni, amit összekötöttünk a sejtfelszíni glikom 

kialakításában szerepet játszó glikozilációs enzimek expressziójának összehasonlításával 

SLE-s és egészséges személyek között. Eredményeink azt mutatták, hogy az előzőekben 

ismertetett mechanizmuson túl egy másik folyamat is szerepet játszik az SLE-s T-sejtek Gal-1 

iránti rezisztenciájában, az, hogy kevésbé kötik az extracelluláris Gal-1-t. Megfigyeltük azt is, 

hogy míg egészségesekben a T-sejtek lektinkötése nyugalmi állapotban viszonylag alacsony, 

majd hátom napos aktiváció után jelentősen megemelkedik – vagyis a sejtfelszíni 

glikoproteinek száma és a szénhidrát oldalláncok mennyisége és komplexitása jelentősen nő, 

hozzájárulva ezzel a sejtek közötti adhézió és jelátvitel fokozódásához – addig SLE-s T-

sejtekben már nyugalmi állapotban is emelkedett volt a lektinkötési aktivitás, ami viszont 

aktiváció során már alig emelkedett, így végül a kontrollokkal egyező lett – kivéve éppen a 

Gal-1-t, melynek kötődése aktivált állapotban szignifikánsan elmaradt a kontrolloktól. Ez a 

jelenség megfelel annak a sokszor megállapított ténynek, hogy SLE-ben a T-sejtek már az 

antigénnel történő találkozás előtt előaktivált, „primed‖ állapotban vannak, aminek 

következtében kisebb (auto)antigén koncentráció ill. kevesebb ko-stimuláció is elindíthatja az 

autoimmun folyamatot (17, 227). A T-sejtek glikozilációs mintázatának ezen eltérését is 

először mi írtuk le, ahogy a Gal-1 csökkent sejtfelszíni kötődését is.  

A glikozidációs enzimek expressziós mintázatának vizsgálata egy potenciális magyarázatot is 

szolgáltatott a Gal-1 csökkent kötődésére. Az enzimek közül az ST3GAL6 expressziója 

magasabb volt SLE-ben, mint egészségesekben, míg a többi enzim mRNS szintje önmagában. 

nem tért el a kontrolloktól. Ismert azonban, hogy a terminális sziálsav komponens, amely 

mintegy „sapkaként‖ döntő mértékben befolyásolja az egész szénhidrátlánc hozzáférhetőségét 

a különböző szénhidrátkötő fehérjékhez, kialakításában a szializációt végző szialil-

transzferázok és a sziálsav lehasítását végző neuraminidázok koordinált működésének 

eredőjétől függ. Ebben is különbségeket láttunk SLE-s és kontroll személyek között, 
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méghozzá a szializációt végző enzimek expressziójának túlsúlyát jelezve. Ugyan az 

enzimfehérjék szintjét nem mértük, mégis a talált eltérés funkcionális relevanciáját támogatja 

az, hogy a glikoziltranszferáz fehérjék mennyisége dominálóan transzkripciós szinten 

szabályozott (189), bár meg kell jegyezni, hogy a plazmában levő szialil-transzferázok is 

hozzájárulnak a sejtfelszíni fehérjék glikozilációjához (228). Az enzimexpresszió eltérése 

logikusan a szializációs folyamatok túlsúlyát okozza, és ezt a hipotézist támogatja az a 

kísérleti eredményünk, miszerint a sziálsav eltávolítása neuraminidáz hozzáadásával 

korrigálta a Gal-1 kötés defektusát. Így valószínűsíthetjük, hogy a T-sejtek fokozott 

szializáltsága áll fenn SLE-ben, mely elfedi a Gal-1 természetes ligandjainak tekinthető 

elágazó, N-acetyl-galaktózamin tartalmú szénhidrát komponenseket. Megjegyezzük, hogy ezt 

a mechanizmust találták annak hátterében is, hogy a Gal-1 sokkal kifejezettebb apoptosis-

indukáló hatást gyakorol a Th1 és Th17 sejtekre, mint a Th2 vagy Treg alcsoportra, mivel 

utóbbiak sejtfelszíne erősebben szializált (73). Továbbá a már hivatkozott közleményben, 

mely a NZB/NZW lupusos egérmodellben írta le a Gal-1 gátló hatását a T-sejtekre, azt is 

megállapították, hogy a T-sejtek felszíni szializáltságának mértéke szoros korrelációt mutatott 

a lupus nephritis következtében kialakult proteinuria mértékével (96). Liou és Huang mérései 

során emelkedett ST6Gal1 és ST3Gal-1/Neu3 arányt talált SLE-ben, de csak (nyugvó) B-

sejtek felszínén, a T-sejteken nem tapasztaltak eltérést a kontrollokhoz képest az enzimek 

expressziójában, viszont a sejtfelszíni sziálsav tartalom fordított korrelációt mutatott a szérum 

C3 komplementszinttel, vagyis magasabb sziálsav tartalom a betegség magasabb aktivitásával 

járt együtt (229). Az eredményeinktől való eltérésnek több magyarázata is lehet, az egyik 

legfontosabb, hogy Liou és Huang nem aktivált T-sejteket használt, ami pedig az SLE-ben 

zajló immunfolyamatok jellemzésére relevánsabb és elfogadottabb eljárás, valamint fehérje 

szinten határozták meg az enzimek mennyiségét, ellentétben a mi mRNS expressziós 

méréseinkkel. Ugyanakkor fontos információ a mi munkánk szempontjából is, hogy 

összefüggést tudtak kimutatni a magasabb sziálsav tartalom és a betegség-aktivitás egyik 

paramétere között. 

Hasonlóan a Gal-1 SLE-ben betöltött szerepéhez, a T-sejtek felszíni glikozilációjával 

kapcsolatosan is egyetlen állatkísérletes közlemény találtható a szakirodalomban, melyben 

MRLlpr/lpr egértörzsben a szializációt végző enzimek fokozott expresszióját találták, 

valamint a vizsgált, jelen esetben mucin típusú glikoproteinekkel reagáló lektinek kötődése is 

intenzívebb volt a T-sejt felszínéhez (230). Humán mintákkal kapcsolatos kísérletekről adatot 

pedig a korábban említettek szerint egyedül Liou és Huang közleményében találtunk, ahol 

nyugvó sejtek vizsgálatával főleg B-sejtekre vonatkozó megfigyelésekről számoltak be (229). 

Így vizsgálataink új információkat szolgáltattak az aktivált T-sejtek felszíni szénhidrát-

összetételéről és az azt kialakító gének működéséről, aminek egyik közvetlen következménye 

a Gal-1 csökkent kötődése, és ezáltal feltehetően gátolt immunregulátor működése SLE-ben. 

A Gal-1 hatásmechanizmusának megértéséhez járulhatnak hozzá azok a kísérleteink, amelyek 

azt mutatták, hogy ha az aktivált T-sejteket Gal-1 hatás éri a környezetből, pl. antigén-

prezentáló sejtek vagy szöveti mesenchymalis vagy más eredetű sejtek részéről, akkor az 

immunológiai szinapszis szerkezete megváltozik, szekvesztrálódik belőle az Lck enzim. Az 

Lck a T-sejt receptoron keresztül létrejövő jelátvitel egyik nagy fontosságú korai résztvevője. 

A T-sejt receptor antigénkötésekor az immunológiai szinapszissá összeálló lipid raftokban 

fokozódik az Lck aktivitása azáltal, hogy az MHC-antigén komplex és a T-sejt receptor 
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kapcsolódása következtében aktiválódó CD45 foszfatáz eltávolítja az Lck 505-ös pozícióban 

levő tirozinjának gátló foszfátcsoportját (231). Az így aktiválódó Lck foszforilálja a CD3 és a 

zéta lánc ITAM aktiváló motívumaiban levő tirozint, hozzájárulva így a T-sejt receptor 

jelátviteli kaszkádjának elindulásához (231). Azzal, hogy eredményeink szerint a Gal-1 

hatására az Lck eltávolodik a T-sejt receptoroktól, potenciális magyarázatot tudunk 

szolgáltatni a Gal-1-nek a T-lymphocyták aktiválódását gátló immunregulátor funkciójára. 

Több kapcsolódási pont lehet a leírt mechanizmus és az SLE-ben észlelhető T-sejt 

diszfunkció között is. Sok adat szól ugyanis amellett, hogy utóbbi részeként az Lck enzim 

expressziója és működése sem marad normális: az Lck mennyisége alacsonyabb SLE-s 

betegek T-lymphocytáiban, akár a lipid-raft frakciót, akár a sejtmembrán egyéb területeit 

vizsgáljuk (232). Ugyan az mRNS expreszió is csökken, de az Lck fehérje csökkent 

mennyiségéért az ubikvitináció-protaszóma úton történő eltávolítás tűnt elsősorban 

felelősnek. Az SLE-s lipid raftokban ezzel párhuzamosan a GM1 gangliozid és a CD45 

fokozott expresszióját lehetett kimutatni, és mint említettük, mindkét komponens a Gal-1 

fontos kötődési partnere. Azt is kimutatták, hogy az említett elváltozásokat SLE-s betegek 

széruma nem tudta kiváltani, hanem közvetlen sejt-sejt kontaktus indukálta azokat, hasonlóan 

a Gal-1 hatásmechanizmusához (232). A lipidraftok korai és fokozott aggregációjának és a 

megváltozott proximális tirozin-kináz aktiválódásnak a T-sejt apoptosisban, IL2-

termelődésben és ezáltal a perifériás tolerancia indukciójában mind fontos szerepe van (233). 

Egyelőre nem lehet megválaszolni, hogy a Gal-1-nek, illetve a vele szemben kialakuló 

rezisztenciának lehet-e köze az említett T-sejt diszfunkciós jelenségek kialakításában SLE-

ben. 

A T-sejtek működészavarának hátterében végül felmerült kutatásunk alapján a TMEM203 

molekulának is a potenciális szerepe. Ennek az endoplazmatikus transzmembrán fehérjének 

partner kutatócsoportunk vizsgálatai előtt nem volt ismert immunregulátor szerepe. A 

TMEM203 funkciójának részletes vizsgálata egyértelműen igazolta, hogy a molekula fontos 

szerepet játszik a STING indukciójában, mivel génkiütés vagy –csendesítés után a STING 

termelődés jelentősen csökkent, és az ezt követő lépések, úgy mint az IRF3 upregulációja és 

az I. típusú IFN-ok következményes túltermelődése is gátlódott (234). A TMEM203 fehérje 

szoros kontaktusban volt a STING-gel, ahogy a kolokalizációs és ko-immunoprecipitációs 

vizsgálatok ezt kimutatták. SLE-ben nem vizsgálták rajtunk kívül e molekula jelentőségét, így 

sem állatkísérletes, sem humán funkcionális vizsgálatok nem történtek annak megvilágítására, 

hogy a fokozott TMEM203 expresszió mennyire jelentős szerepet játszhat az IFN szignatúra 

upregulációjának kialakításában a számos többi, jól ismert induktorhoz képest. A TMEM203 

jelentőségét növelheti ugyanakkor az a kulcsszerep, ami a STING expresszióra és IFN 

termelődés szabályozására kifejtett hatásában látszott. Ugyan a STING elsősorban a 

citoszolikus nukleinsavak által indukált IFN-termelődés kiváltásának fontos mediátora, 

aminek SLE-ben kisebb szerepe van az endosomalis DNS-hez és RNS-hez képest, de 

fontosságát jelzi egyrészt, hogy funkciónyerő mutációja két autoinflammatorikus betegségnek 

(familialis chilblain lupus (235) és a STING-associated vasculopathy of infancy (236)) is a 

közvetlen oka, másrészt az, hogy SLE-ben is számos közleményben számoltak be kóroki 

szerepéről (237, 238). A harmadik, általunk vizsgált fehérje a MAVS szintén felmerült már 

SLE-vel kapcsolatosan, igazolták, hogy a reaktív oxigén-gyökök által módosított citoszolikus 

DNS többek között a MAVS közvetítésével hozza létre SLE-t indukáló hatásait, továbbá hogy 
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vírusfertőzésekben aktiválódása ill. a fehérje mitochondrialis aggregációja is IRF3 

túltermelődést indukál, TLR-függő és attól független módon is   (239-241). 

A másik, SLE-hez kapcsolódó témánkra, az antiphospholipid antitest-pozitivitás és az SLE 

klinikai megjelenésének alakulására vonatkozóan legfontosabb tanulságunk az, hogy nemcsak 

a thromboemboliás betegségek megelőzésében kell gondolkodnunk, ha betegünkben 

konzekvensen APA-pozitivitást igazolunk, hanem fokozott figyelemmel kell lennünk pl. a 

nephritis, interstitialis tüdőbetegség vagy cytopeniák irányában is. Erre vonatkozó 

tanulmányunkban az APA-pozitivitás és a társuló APS az irodalmi adatokkal megegyező 

tartományban, a betegek szignifikáns hányadában fordult elő (131, 242, 243). Az eddig is 

ismert volt, hogy a vénás vagy artériás akut thrombotikus szövődmények (mély vénés 

thrombosis, tüdőembolia, stroke, myocardialis infarctus) mellett sok egyéb, 

microthromboticus vagy endothel aktivációs tünet (pl. migrén, livedo reticularis, 

ujjvasculiltis, Libman-Saks endocarditis) is gyakoribb APA jelenléte vagy APS társulása 

esetén (131-133,244-246). Arra is voltak adatok, hogy a haematológiai cytopeniák, elsősorban 

a thrombocytopenia, de a haemolyticus anaemia is kapcsolatba hozható APA-k jelenlétével 

(247-251). Mindezek megerősítése mellett adataink szerint további szervi manifesztációk 

kialakulására is kockázatot jelent az APS társulása, úgy mint nephritis, interstitialis 

pneumonia, pleuritis vagy myocarditis. Emellett a szervi manifesztációk száma is magasabb, 

már APA-pozitivitás esetén is, és ez a különbség APS-társulás esetén még markánsabb lesz. 

Utóbbi összehasonlításban kiemelendő, hogy a major szervi manifesztációk, az életfontos 

szervek érintettsége is gyakoribb lesz, és ez nem annak tudható be, hogy az APS-hez 

közvetlenül társuló szervi érintettségek száma hozzáadódik a többi szervi manifesztáció 

számához, hanem a „tisztán‖ SLE-hez kapcsolható manifesztációk száma is növekszik. 

Az elmúlt években az SLE-s betegek jobb morbiditási és mortalitási adatainak hátterében 

elsősorban nem új gyógyszerek megjelenése állt, hanem a kórlefolyás prediktorainak jobb 

azonosítása, az egyes szervi manifesztációk hatékonyabb korai diagnózisa, és a prediktív, az 

irreverzibilis károsodást és a relapsusok kialakulását megelőző hatékony immunszuppresszív 

kezelés alkalmazásának elterjedése (252). E prediktorok közé tudjuk eredményeink alapján az 

APA- ill. APS-pozitivitást is sorolni, és úgy gondoljuk, bár erre vonatkozó prospektív 

vizsgálatok nem történtek, hogy akár interstitialis tüdőbetegség irányában (rendszeres 

légzésfunkciós vizsgálat, szükség esetén tüdő nagy felbontású CT /HRCT/), akár nephritis 

irányában (proteinuria, haematuria, anti-C1q antitest, esetleg a jövőben még pontosabb 

szérum vagy vizelet-biomarker (253, 254)) szorosabb követést igényelnek ezek a betegek.  

 

5.3. A biológiai terápia leépítésének lehetőségei krónikus arthritisekben 

Vizsgálatunk értékének azt tekinthetjük, hogy elsőként vetettük fel Magyarországon, de 

nemzetközi összehasonlításban is újnak számított az a kérdés, hogy van-e lehetőség a 

biológiai terápiák leépítésére, ha a betegség már hosszabb ideje remisszióban van. Néhány 

évvel azután, hogy a világ fejlettebb részein és Magyarországon is elterjedtek a biológiai 

terápiák az RA, AS és az AP kezelésére, leginkább az volt világos, hogy kinél indokolt a 

biológiai terápiák elindítása, és mely tényezők jelezhetik előre a kedvező terápiás válasz 
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kialakulását. Kellő tapasztalat alakult már ki a biologikumok várható hatékonyságáról, 

biztonságosságáról, az egyes hatástani csoportok, ill. csoporton belüli szerek közötti váltásról, 

a hagyományos DMARD kezeléssel szembeni előnyökről, és a törzskönyvezés küszöbén álló 

célzott szintetikus DMARD-okhoz képest tapasztalt, vagy inkább feltételezett előnyökről és 

hátrányokról. Azonban egyre több beteg kapta már hosszabb ideje, több éve a biológiai 

kezelést, akiknél mind klinikailag, mind laboratóriumilag teljes remisszió állt fenn, és mind a 

betegben, mind az orvosban felmerült a kérdés, hogy mennyire hosszú távon van szükség e 

terápiák folytatására, mi lenne, ha megpróbálnák leállítani a terápiát. Az erre vonatkozó 

prospektív, randomizált vizsgálatok tervezéséhez, és a „real life‖ tapasztalatok gyűjtéséhez 

tartottuk hasznosnak a többközpontos felmérést, melybe viszonylag nagyszámú beteget 

tudtunk bevonni. 

Fontos kiemelni, hogy e betegek nem az addigi és későbbi prospektív vizsgálatok szelekciós 

kritériumait teljesítő, tartós remisszióban levő betegek voltak, hanem a biológiai terápia 

leállítására az élet adta okok, így leggyakrabban ellenjavallat megjelenése miatt (mellékhatás, 

fertőzés, tumor gyanúja), vagy a beteg kérése, ill. elégtelen compliance, hatástalanság vagy 

családtervezés miatt került sor.  A miénkéhez hasonló arányban fordultak elő a leállítás okai 

között fertőzés, egyéb mellékhatás vagy hatástalanság több hasonló felmérésben RA-ban 

(255, 256), valamint egy brit felmérésben AS-ben is (257). Egy kérdőíves felmérésben 581 

beteg (RA, AS és AP diagnózisokkal) válaszolt arra, hogy saját döntéséből miért hagyta el a 

biológiai kezelést, és 5 fő ok rajzolódott ki statisztikailag szignifikánsan: 

fájdalommmentesség, több mint egy biologikum használata, subcutan (saját maga által 

adagolt) szer alkalmazása, negatív meggyőződések a biologikummal kapcsolatban és orvosi 

vagy társadalmi támogatás hiánya (258). Ezen okok számos alkalommal megjelentek a mi 

beteganyagunkban is a tartós remisszió, hatástalanság vagy rossz compliance kategóriákon 

belül. 

18 esetben azonban a tartós remisszió volt a leállítás közvetlen oka, ami már némi 

következtetésekre lehetőséget adott az említett kérdés vonatkozásában is. Eredményeink 

megerősítették azt az egyébként várható összefüggést, hogy minél alacsonyabb betegség-

aktivitás idején történik a leállítás, annál nagyobb hányadban fordul elő tartós remisszió. Az, 

hogy alacsony betegség-aktivitás esetén történő leállítás után az RA-s betegek 60,6%-a 

remisszióban is maradt, az ismert adatokhoz hasonló, sőt még jobb is, különösen, ha 

figyelembe vesszük, hogy a beteganyag többségében régi betegség-fennállású betegekből 

tevődött össze, ellentétben az akkoriban már ismert BeSt vagy OPTIMA vizsgálatokkal 

(143,148). Azon betegek, akiknél tartós remisszió miatt történt a leállítás, mindannyian 

remisszióban is maradtak az utánkövetési időszak során, ami magasabb, mint amit 

randomizált vizsgálatok alapján várhatunk, ennek oka valószínűleg szelekciós elfogultság, 

azaz a leállítás engedélyezésének igen szigorú mérlegelése is lehetett. Ezen betegek akár évek 

óta remisszióban voltak, egyes esetekben esetleg betegség, fogászati beavatkozás vagy más 

okból korábban már rövidebb időre ki is maradhatott a biológiai terápia anélkül, hogy ez 

tüneteket okozott volna, így az átlagosnál is nagyobb biztonsággal történhetett a leállításról 

szóló döntés meghozatala.  
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A biologikum teljes elhagyását a témafelvetésben ismertetett közleményeken (143-148) kívül 

az utóbbi években is több tanulmány vizsgálta. Mind a PRESERVE (259), mind a DOSERA 

(260) vizsgálat arra a következtetésre jutott, hogy a teljes elhagyás esetén a relapsusráta 

szignifikánsan magasabb (57% ill. 87% egy év után), mint azoknál, akik folytatják a kezelést. 

Ugyanakkor a fokozatos dóziscsökkentés (akár az egyszeri adag csökkentésével, akár az 

adagolási intervallum növelésével) a betegek nagy többségében hasonló kórlefolyást hoz, 

mint azoknál, akik változatlanul a teljes dózist kapják (255, 259-264), azaz jellemzően 

numerikusan enyhén, de nem szignifikánsan csökkent arányban, de megőrzik a remissziót. 

Látható volt már ekkor is, hogy sok esetben akár a teljes leállítás is járható út lehet RA-ban, 

de a relapsus esélye nagy. Fontos ezért prediktív faktorok keresése arra, hogy melyik az a 

betegcsoport, akinél a leállítás utáni tartós remisszió esélye kellően magas. Tanulmányunkban 

a leállítás előtti alacsony betegség-aktivitású időszak hossza egyenes, a biológiai terápia 

hossza és a leállításkor mért betegség-aktivitás fordított arányosságot mutatott a leállítás utáni 

alacsony betegség-aktivitás idejével. A szakirodalmi adatok szerint is a leállításkori alacsony 

betegség-aktivitás, a diagnózis és az anti-TNF indítása közötti rövidebb időtartam, valamint a 

jobb funkcionális státusz, fiatalabb kor, kisebb radiológiai károsodás, férfi nem és az ACPA-

szeronegativitás jelzi előre a leállítás utáni tartós remissziót (255, 265, 266). Mint látható, az 

első két tényező kapcsán tanulmányunk egybecseng a nemzetközi tapasztalatokkal. Azt, hogy 

rövidebb anti-TNF kezelés miért társul mégis hosszabb alacsony betegség-aktivitással a 

leállítás után, jelen adatainkból nem tudjuk egyértelműen megmagyarázni, és a nemzetközi 

adatok sem utalnak ilyen összefüggésre, de valószínű, hogy kohorszunkban ezen viszonylag 

rövid biológiai kezelést kapó betegeknek enyhébb lehetett a betegsége, ami gyorsabban és 

nagyobb mértékben reagált a biológiai terápiára, így annak leállítása után is nagyobb eséllyel 

maradhatott fenn a remisszió. A randomizált, prospektív vizsgálatok közül is több esetben 6 

hónapos remisszió után már dóziscsökkentést vagy leállítást tartalmazott a protokoll, jelezve, 

hogy ezen időtartam is elég lehet egy tartós biologikum-mentes remisszió megalapozására, 

bár az elfogadott gyakorlat legalább 12 hónapos remissziót irányoz elő a gyógyszer-leépítés 

előtt.  

A prediktorok listáját bővíthetnék olyan biomarkerek, amik a leállítás vagy dóziscsökkentés 

elkezdésének pillanatában meghatározva kellő prediktív értékkel bírnának – együttesen 

értékelve az említett klinikai tényezőkkel – a remisszió hosszára, így segíthetnének a döntés 

meghozatalában. Ezideig nem találtak ilyen validált biomarkert, ezért is kezdtük el 

felmérésünk után, szintén több hazai centrum bevonásával, egy prospektív vizsgálat 

tervezését, melyben szolubilis mikroRNS-ek és más biomarkerek prediktív értékét szeretnénk 

felmérni. E munka jelenleg a mintagyűjtés befejezésének időszakában tart, méréseinket ezt 

követően végezzük el.  

AS-ben eredményeink szintén az addigi kevés, és a későbbi több tapasztalatot tükrözik vissza: 

sokkal kisebb az esély a biologikum-mentes remisszióra a spondylarthritisekben, mint RA-

ban (149, 150). Újabb randomizált, kontrollált tanulmányok szerint az anti-TNF kezelés teljes 

elhagyása után legalább a betegek felében relapsus lesz, általában röviddel az elhagyás után 

(267, 268), sőt gyakran az anti-TNF újraindítása sem lesz már annyira hatékony, mint 

előzőleg (267). A dóziscsökkentés azonban itt is járható útnak tűnik (267), hiszen közel 
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azonos arányban, szignifikáns különbség nélkül maradt fenn a remisszió a biologikum 50%-

os dóziscsökkentése után, mint teljes dózis folytatása esetén. 

 

6. Új tudományos eredmények összefoglalása 

 

1. Primer SS-s betegek szérumában a humán m3AChR-rel reagáló autoantitestek mutathatók 

ki a betegek jelentős hányadában 

2. Az anti-m3AchR autoantitest-pozitivitás magas szenzitivitással és specificitással képes 

elkülöníteni a primer SS-t egészséges kontrolloktól, valamint alkalmas differenciálásra RA-s 

és SLE-s betegektől és olyan páciensektől, akik a primer SS differenciál-diagnosztikájában a 

napi gyakorlatban szóba jönnek 

3. A primer SS-s betegek anti-m3AchR antitestjei kötődnek a humán nyálmirigyek 

epithelsejtjeihez az acetlycholin receptornak megfelelő lokalizációban 

4. Primer SS-s betegek kisnyálmirigyeiben antitest-kötődés mutatható ki az m3AchR-nek 

megfelelően 

5. Az anti-m3AchR antitestek SLE-s és RA-s betegek egy részének szérumában is 

kimutathatók. Az SLE-ben és RA-ban kialakuló sicca tünetcsoport jelenlétével az anti-

m3AchR-pozitivitás nem mutat asszociációt, de több, a pszicho-szociális jóllétet mérő 

mentális paraméter kapcsolatot mutat a sicca tünetcsoport megjelenésével 

6. A Gal-1 csökkent mRNS expressziót mutat SLE-s betegek aktivált T-lymphocytáiban aktív 

betegség idején, ami inaktív betegség idején normalizálódik. 

7. SLE-s betegek aktivált T-lymphocytái csökkent apoptotikus reakciót mutatnak az exogén 

Gal-1-gyel szemben, szintén betegségaktivitás-függő módon 

8. Kapcsolat mutatható ki az aktivált T-lymphocyták endogén Gal-1 termelése és az exogén 

Gal-1-re adott apoptotikus reakciója között. A de novo expresszálódó intracelluláris Gal-1 

hiánya rezisztenssé teszi a sejteket az extracelluláris Gal-1-gyel szemben.  

9. A Gal-1 nem szekretálódik a T-sejtekből aktiváció során, hanem a plazmamembrán belső 

oldalához közel lokalizálódik 

10. SLE-s betegek T-lymphocytái nyugalmi állapotban magasabb kötési aktivitást mutatnak 

több lektinnel szemben, mint egészséges kontrollok. Az aktiváció során az egészségesekben 

nagyobb mértékű lektinkötési aktivitás-fokozódás alakul ki, mint SLE-ben, így a fenti 

különbség eltűnik, kivéve a Gal-1 esetében, melynek kötődése az aktivált T-sejtek felszínéhez 

alacsonyabb SLE-s betegekben, mint egészségesekben 

11. SLE-ben az ST3GAL6 / NEU1 és az ST6GAL1 / NEU1 mRNS arány szignifikánsan 

magasabb, mint kontrollokban, ami arra utal, hogy a sejtfelszíni glikánok terminális sziálsav 
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komponensének mennyiségét szabályozó enzimek között a szializáló enzimek túlsúlyban 

vannak 

12. Neuraminidáz kezelés hatására az SLE-s aktivált T-sejtek Gal-1 kötő képessége 

fokozódik, ami támogatja azt a hipotézist, hogy a T-lymphocyták fokozott sejtfelszíni 

szializációja gátolja a Gal-1 kötődését e betegségben 

13. Az exogén Gal-1 hatására az Lck enzim eltávolodik az immunológiai szinapszis 

területéről aktivált T-lymphocytákban 

14. A TMEM203 enzim, mely részt vesz az I. típusú interferonok indukciójában, magasabb 

mRNS expressziót mutat SLE-s aktivált T-sejtekben, mint kontrollokban, és mennyisége 

pozitív korrelációt mutat a betegség aktivitását jelző C3-hypocomplementaemiával 

15. Az antifoszfolipid szindróma társulása SLE-hez nemcsak a thrombotikus rizikót fokozza, 

hanem több nem-thromboemboliás mechanizmusú szervi manifesztáció előfordulásával is 

együtt jár. A társulás esetén az adott betegben a kórlefolyás során megjelenő összes és azon 

belül a major szervi manifesztációk száma is magasabb 

16. Magyarországi RA-s és AS-s betegek körében a biológiai terápia leállítása után RA-ban a 

betegek viszonylag jelentős hányadában, AS-ben viszont csak ritkán marad remisszióban a 

betegség. Több klinikai paraméter összefüggést mutat a leállítás utáni relapsus-mentes 

kórlefolyással 

 

7. Köszönetnyilvánítás 

 

A lista nem lehet teljes. A dolgozatban ismertetett tudományos eredmények eléréséért és a 

tudományos kutatói pályám támogatásáért elsőként azon kutatók jutnak nagy hálával 

eszembe, akik, amikor jóformán vagy teljesen ismeretlenül egy kutatási ötlettel 

bekopogtattam hozzájuk, felkarolták, támogatták a terv megvalósulását, és laborjukba, 

munkacsoportjukba fogadtak. Ők Dr. Berczi István professzor a kanadai Winnipegben, Dr. 

Marczinovits Ilona az Élettani Intézetben, Dr. Fehér Erzsébet professzornő a budapesti 

Semmelweis Egyetem Anatómiai Intézetében és Dr. Monostori Éva professzornő az SZBK-

ban.  

Egész orvosi pályámat, különösen ami a klinikusi tevékenységet illeti, nagyban meghatározta 

Dr. Pokorny Gyula professzor hatása, akinek köszönöm, hogy belgyógyászati, klinikai 

immunológusi gondolkodást tudtam elsajátítani tőle, és aki mindig támogatta és lehetővé tette, 

hogy kutatómunkát végezzek. 

Jelen munkámat munkatársaimnak ajánlom, a Reumatológiai és Immunológiai Klinika 

orvosainak és dolgozóinak, köszönettel és elismeréssel mindenki szorgalmas, értékes 

munkájáért, ami lehetőséget, hátteret és inspirációt egyaránt nyújtott a betegségek jobb 

megismerését és gyógyítását célzó kutatásokhoz. Remélem, hogy minél többen közülük 
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nálam jóval gazdagabb, eredményesebb tudományos pályát tudnak befutni. Nagy köszönettel 

tartozom Pördi Szilviának, akinek elkötelezett, megbízható munkájára immár több évtizede 

támaszkodhatok a laboratóriumi munkákban. Két PhD doktoranduszom, Dr. Deák Magdolna 

és Dr. Hornung Ákos szorgalmas munkája nélkül az utóbbi sok év tudományos eredményei 

nem születhettek volna meg. Rajtuk kívül is köszönöm a Klinikánk minden munkatársának 

részvételét a betegek kiválasztásában, a minták gyűjtésében, a számtalan adatgyűjtéssel járó 

klinikai adatbázis építésében. 

Boldog vagyok, hogy az SZBK-ban annak a kutatócsoportnak lehettem és lehetek a tagja, 

ahol Dr. Czibula Ágnessel, Dr. Szabó Enikővel, Dr. Fajka-Boja Robertával, Dr. Kriston-Pál 

Évával, Novák Juliannával és Gercsó András Tibornéval dolgozhattam együtt. Vidám, mindig 

segítő, elkötelezett, szakszerű hozzáállásuk kutatói munkám egyik legnagyobb élménye. 

Kutatói pályám során sok támogatást kaptam Dr. Kemény Lajos professzortól és Dr. Bata 

Zsuzsanna professzornőtől, többek között a PhD doktori képzésbe történő 

bekapcsolódásomban, kutatási terveim támogatásában, a szinte mindennapi közös 

munkákban, és abban, hogy a Bőrgyógyászati és Allergológiai Klinika laboratóriumában Dr. 

Kiss Mária irányítása alatt nagyon fontos kísérleteket végezhettünk. Tanárnőnek nagyon hálás 

vagyok az együtt végzett sok munkáért. 

A tudományos kutatás világába, módszertanába elsőként Dr. Szabó Gyula professzor vezetett 

be tudományos diákköri témavezetőként. Nagyon sokat tanultam még laboratóriumi 

módszerek, a kutatói gondolkodás terén Dr. Szekeres-Barthó Júlia professzornőtől és 

munkatársaitól a pécsi Mikrobiológiai és Immunitástani Intézetben, Dr. Carolyn Coulam és 

Dr. Roumen Roussew intézetében Washingtonban, és Dr. Nagy Évától Winnipegben. 

Sokat köszönhetek Dr. Lonovics János, Dr. Wittmann Tibor és Dr. Ábrahám György 

professzoroknak és Dr. Madácsy Lászlónak, azért, mert megteremtették a lehetőséget 

belgyógyászi és kutatói munkám végzéséhez.  

Hálás szívvel emlékszem vissza első önálló kísérleteink megtervezésére és végrehajtására Dr. 

Szili-Török Tamással, Dr. Rakonczay Zoltán professzor segítségére a nyálmirigyminták 

preparálásában, Dr. Tóth Gábor professzor munkájára az antigének elkészítésében, Dr. Rudas 

László professzor, Dr. Paprika Dóra, Dr. Rosztóczy András, Dr. Papos Miklós, Dr. Dorgai 

László, Dr. Szvetnik Attila, Dr. Szekanecz Zoltán professzor és munkatársai, Dr. Keszthelyi 

Péter és munkatársai, Dr. Nagy György professzor (Semmelweis Egyetem Anatómiai Intézet), 

és Dr. Molnár János professzor támogatására a munkák során. Mindig jó szívvel emlékszem 

Koroknay Józsefné Jolika, az I. Belklinikai Immunlabor vezető asszisztense személyére és 

minden segítségére. Nagyon sokat tanultam és sok segítséget kaptam Dr. Marczinovits Ilona 

tanárnő két asszisztensnőjétől, Gál Ferencnétől és Szelepcsényi Zoltánnétól. 

Életem és munkám minden aspektusára meghatározó hatással vannak szüleim, tudományos 

szempontból különösen édesapám példája. Köszönöm nekik, hogy életemet mindig 

egyengették, útmutatással szolgáltak. Boldogságomat, motivációimat családom, feleségem és 

gyermekeim körében találtam meg, és mindig nagy szeretettel gondolok rájuk. 
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