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Roviditések jegyzéke

ACPA
ANOVA
anti-p2GPI
anti-CL
anti-dsDNS
ANA

AP

APA

APS

AS

BASDAI

bDMARD

BILAG
BSA

cDMARD

cDNS
Ct
DAB
DAS28

DMARD

DTT

Anti-citrullinalt peptid antitest

Variancia-analizis (analysis of variance)

anti-p2-glycoprotein-1 antitest

Anti-cardiolipin antitest

Kettésszalu (double stranded) DNS elleni antitest

Antinuclearis antitest

Aurthritis psoriatica

Antiphospholipid antitest

Antiphospholipid szindroma

Spondylitis ankylopoetica (ankylosing spondylitis)

Bath Spondylitisi Ankylopoetica Betegség-aktivitasi Index (Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index)

bioldgiai betegség-modositod antirheumatikus gyogyszer (disease modifying
antirheumatic drug)

British Isles Lupus Activity Group

Bovin szérum albumin

konvencionalis betegség-moddositd antirheumatikus gyogyszer (disease
modifying antirheumatic drug)

complementer DNS

Threshold ciklus

Diamino-benzidin

28 iziiletet vizsgald betegség-aktivitasi pontszam (Disease activity score 28)
Betegséglefolyas-modositd reumaellenes gyogyszer (Disease-modifying
antirheumatic drug)

Dithiol-treitol
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EULAR Eurdpai Reumaellenes Liga (European League Against Rheumatism)
FACIT Kronikus Betegség-terapia funkciondlis felmérése (Functional Assessment of

Chronic Iliness Therapy)

FACS Aramlasi citofluorimetria (Flow-assisted cell sorting)
FCS Foetalis borjuszérum (Foetal calf serum)
FITC Fluoreszcein-izotiocianat

Gal-1 Galektin-1

GIcNAC N-acetyl-gliik6zamin

GST Glutathion-S-transzferaz

HRPO Tormagyokér (horseradish) peroxidaz
IFN Interferon

IL Interleukin

IRF Interferon regulatory factor

KO génkilitott (knock-out)

LA Lupus anticoagulans

LACNAC N-acetyl-laktézamin

m3AChR muscainszerl acetylcholin receptor 3. altipusa
MAVS Mitochondrial antiviral signaling protein

MHC Major Histocompatibilitasi Complex

MSC Mesenchymalis 6ssejt (mesenchymal stem cell)

oD Optikai denzitas

OPD Ortofenilén-diamin (Ortophenilene diamine)

PHA Phytohaemagglutinin

PBMC Periférias vér mononuclearis sejt (Peripheral blood mononuclear cell)
PBS Foszfat-pufferolt sooldat (Phosphate-buffered saline)
pSS Primer Sjogren szindréma

RA Rheumatoid arthritis
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RAR
RF

RT-gPCR

SD

SDS-PAGE

SEM

SF-36

SLE
SLEDAI-2K
SS

sSS

STING
TBST

Th

TLR
TMEM203
TNF

tsDMARD

VIP

Relativ apoptosis-arany (Relative apoptosis ratio)

Rheumatoid faktor

Kvantitativ valos ideji reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio (Real time
reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction)

Standard deviacio

Natrium-dodecil szulfat (Sodium dodecyle sulphate) poliakrilamid gél
elektroforézis

Az atlag standard hibgja (Standard error of mean)

36 kérdéses egészségi kérdoiv rovid valtozat (36-item short form health
survey)

Szisztémas lupus erythematosus

SLE Disease Activity Index-2000

Sjogren szindroma

Szekunder Sjogren szindroma

Stimulator of interferon genes

Tris-pufferolt sooldat (Tris-buffered saline)

T-helper sejt

Toll-like receptor

Transmembrane protein-203

Tumor necrosis factor

célzott (targeted) szintetikus betegség-modositod antirheumatikus gyogyszer
(disease modifying antirheumatic drug)

Vasoactive intestinal peptide

Az ismertetett lektinek és glikozilacios enzimek roviditéseit a 3. Tdblazatban mutatom be
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1. Bevezetés

1.1. Attekintés

A PhD dolgozatom ota eltelt masfél évtizedben kutatasi tevékenységem harom f6 témakor
koré csoportosithatd. Eloszor a Sjogren szindromaban (SS) kimutatott autonom idegrendszeri
milkodészavarok tovabbi vizsgalata érdekében acetylcholin-receptor elleni autoantitestek
kimutatasat célzo modszer kifejlesztését tliztiik ki célul munkatarsaimmal, majd az eljarast
felhasznalva megkiséreltiik az antitestek klinikai jelentdségének, differencial-diagnosztikai
értékének kimutatasat SS-ben, majd kés6bb mas szisztémas autoimmun betegségekben, igy
szisztémds lupus erythematosusban (SLE) ¢s rheumatoid arthritisben (RA) is. Emellett,
immun-elektronmikroszkopos vizsgalatokkal igyekeztiink adatokat talalni arra vonatkozoan,
hogy az antitesteknek lehet-e pathogenetikai szerepe.

Masodik témakor az SLE kialakulasaban nagyon fontos szerepet jatszo, komplex T-sejtes
miitkodészavar vizsgalatara koncentralt, és arra voltunk kivancsiak, hogy a galektin-1 (Gal-1),
ami egy immunregulator szerepet betoltd lektin fehérje, eltéré expressziot valamint hatast
mutat-e SLE-ben, mind egészségesekben. Mivel a Gal-1, lektin 1évén, a fehérjék széhidrat
oldalldncaihoz kapcsolodva fejti ki hatasait, kézenfekvd volt, hogy gondolkodasunk a T-
lymphocytdk sejtfelszini glikozilaciés mintazatanak eltérései irdnydba forduljon, ¢és
megvizsgaljuk ennek kiilonbségeit SLE-s betegek és egészséges személyek kozott. Emellett
egy masik potencialis mediator, a hipotézisiink szerint az 1. tipusu interferonok jelatvitelében
részt vevd TMEM203 szerepét is vizsgaltuk. Végil, egy klinikai jellegli kutatasban az
antifoszfolipid antitestek szerepét mértiik fel az SLE komplex klinikai képének alakitasaban,
kiilondsen az addig feltaratlan kapcsolatukat a nem-thromboembolids mechanizmust szervi
manifesztaciokkal.

Emellett, harmadik témaként, elkezdtiik annak a kérdésnek a vizsgalatat, hogy RA-ban és
spondylitis ankylopoetica-ban (ankylosing spondylitis — AS) milyen meggondolasok alapjan
lehet a biologiai terdpias kezelések leallitasat megfontolni akkor, ha a beteg mar hosszu ideje
remisszioban van e gyogyszerek mellett. Jelen dolgozatomban minden fejezetben e harom
kérdéskorre tagolva mutatom be kutatasaim eredményeit.

1.2. Szisztémas autoimmun betegségek

A mai napig mar tobb mint 100 autoimmun betegséget azonositottak, melyek koziil kiemelt
jelentéséglieck a szisztémas autoimmun korképek, mas elnevezés szerint autoimmun
kotészoveti betegségek. Komplex immun-pathomechanizmusuk kovetkeztében e betegségek
egyszerre tObb szervet, szervrendszert tamadnak meg, gyakran sulyos, ¢életveszélyes
allapothoz vezetnek, és sokszor irreverzibilis szervi karosodast okoznak. Kezelésiik gyakran
intenziv immunszuppressziv kezelést igényel, legtobbjiik kronikus, recidivald lefolyasu, ezért
évtizedeken 4t tartd szoros gondozast tesz sziikségessé.
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1.2.1. Sjogren szindroma

A Sjogren szindroma alapjelensége az exokrin mirigyek, elsdsorban a konny- és nyalmirigyek
autoimmun eredetli gyulladdsa, melynek kapcsan mirigymiikddési zavar, szem- ¢és
szajszarazsag alakul ki. A mirigyekben intenziv, gocos T- és B-lymphocytas besziirddés
lathat6, és az autoimmun vélasz elsddleges célpontjat nagy valdsziniiséggel a mirigyek
kivezetd csoveinek hamsejtjeiben azositottak (1). A folyamat nemritkan a légutak, a gyomor-
bélrendszer és a genitalis tractus exokrin mirigyeit is érinti, valamint tovabbi epithelialis-
ductalis rendszert tartalmaz6 szerveket is, mint a mdj vagy a vese, illetve az endokrin
mirigyek kozilil gyakori a pajzsmirigy érintettsége. Az intenziv lymphocytads besziirédés ez
esetekben mar nem széarazsagban, hanem peritubularis infiltracidban, kovetkezményes szervi
karosodasban mutatkozik meg, igy a tiidoben a terminalis bronchiolusok fel6l a parenchymat
infiltralo sejtek lymphocytas interstitialis pneumonitist, a vesében tubulo-interstitialis
nephritist, a majban primer biliaris cirrhosisra emlékeztetd lymphocytds cholangitist, a
gastrointestinumban chronicus gastritist, glutén-szenzitiv enteropathiat, lymphocytas colitist,
a pajzsmirigyben pedig Hashimoto thyreoiditist okoznak (2). E spektrum miatt talal6 az SS-
sel kapcsolatosan az ,,autoimmun epitheliitis” elnevezés (3). Emellett, mint tobb mas
szisztémas autoimmun korképben, SS-ben is taldlkozhatunk arthritis, anaemia, leukopenia,
Raynaud-tiinet, vasculitis, periférids neuropathia vagy serositis tiineteivel. Antinuclearis
antitesteket (ANA), elsésorban anti-Ro(SSA) vagy anti-La (SSB) antitesteket és rheumatoid
faktort (RF) lehet kimutatni a betegek tobbségében.Immunpatholdgiailag az exokrin
mirigyekben CD4+ T-sejtes dominancidjii fokalis infiltratum mutathaté ki (4).A folyamat
elérehaladtaval a T-és B-sejtes iniltracid térben egyre jobban elkiiloniil, a B-sejtes régiok
ectopias nyiroktiisz6 szerkezetbe rendezddnek, mely a fokozddo polyclonalis immunglobulin-
termelés helyszine lesz. Tovabbi kolcsonds T- és B-sejtes stimulacid soran megteremtddik az
esélye egy-egy monoclonalis B-sejtvonal kialakulasanak, majd B-sejtes lymphomaba torténd
elfajulasanak, ami a betegség legsulyosabb potencialis kimenetelét jelenti (5).

1.2.2. Szisztémads lupus erythematosus

Az SLE a legvaltozatosabb, egyik leggyakoribb és legsulyosabb szisztémas autoimmun
betegség. Csaknem valamennyi szervet érintheti, igy a leggyakoribb iziileti és bortiineteken
kiviil stirlin eléfordulnak haematologiai cytopeniak, serositisek (pleuritis, pericarditis), €s
Raynaud jelenség is (6). Az esetek kozel felében klinikailag szignifikans glomerulonephritis
alakul ki, mely kezelés nélkiil gyakran végstadiumu veseelégtelenséghez vezet (7-10).
Tovabbi életfontos szervek is gyakran célpontjai az autoimmun gyulladasnak, igy a tiidd, sziv
(endocarditis, myocarditis), a kozponti és periférias idegrendszer. A betegség pathogenesisét
igen komplex immunszabdlyozasi zavar jellemzi. A polygénes alapu genetikai
meghatarozottsaghoz kiterjedt epigenetikai elvaltozasok, els6sorban a genom globalis
hypometilaltsaga tarsul. Kornyezeti tényezOk koziil az ultraibolya sugdrzas, fertézések,
bizonyos gyogyszerek, n6éi nemi hormonok (terhesség, fogamzasgatld kezelés), illetve
dohanyzas emelendd ki. Mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunrendszerben sokréti
mitkodészavar alakul ki, melynek f6 eleme a sejtmagi komponensekkel kapcsolatos
immunolodgiai tolerancia elvesztése (11, 12). A fiziologias apoptosisal szemben, amikor a sejt
halalat kdvetden a maganyag effektor immunvalasz indukalasa nélkiil keriil feldolgozasra a
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fagocita sejtekben, SLE-ben a patologias apoptosis, a Sejtnecrosis vagy a neutrophil
extracellularis csapddk (neutrophil extracellular trap - NET) keletkezése kapcsin az
elpusztuld sejtek kromatinallomanya aktivalé modon keriil prezentalasra a T-sejtek felé (11,
13). A nucleinsav-tartalmt particulumok Toll-like receptorok (TLR) kozvetitésével aktivaljak
a plasmocytoid dendritikus sejteket, melyek nagy mennyiségli 1. tipust interferont (IFN)
termelnek. Az IFN-o és —p nagyszamu gén transzkripcidjat indukalja (inteferon-szignatura),
melyek szamos utvonalon at serkentik mind a T- és B-lymphocytak, mind a plasmasejtek
mukodését. Igen fontos tényezdje az SLE pathogenesisének a T-lymphocytak miikodészavara
(14), mivel a T-sejtek funkcidi szamos ponton térnek el az egészséges személyek sejtjeitdl.
Néhany alapvetd ilyen eltérés: a sejtfelszini lipid-raftok korai aggregacios hajlama, a T-sejt
receptor komplex Osszetételének megvaltozasa, a jelatviteli utak kdvetkezményes eltoloddsa
(a calcium-jel a normalisnal intenzivebb lesz, de pl. a MAP-kindz ttvonal karosodik), a
mitokondrium biogenesis és membran-potencial patologiassa valasa (15, 16). Ezeken kiviil
még szamtalan eltérés vezet ahhoz, hogy az SLE-s T-sejtek ingerkiiszobe alacsonyabb lesz az
autoantigén-stimulusokkal szemben, az aktivalt T-sejtek apoptosis-érzékenysége csokken, B-
sejt stimulald képességiik fokozodik, ugyanakkor interleukin-2 (IL2) termelésiik gatolt lesz,
igy karosodik pl. a regulator T-sejt iranya differenciacios képességiik is. (11, 17, 18). Mint
lathato, az apoptosis-regulacio karosodasa szamos ponton jatszhat szerepet az SLE
kifejlodésében (13).

1.2.3. Rheumatoid arthritis

Az RA a leggyakoribb kronikus polyarthritis, prevalencidja hazankban 1:200, barmely felndtt
korosztalyt érinthet, leggyakrabban az 5-6. évtizedben kezdddik. A szimmetrikus sokiziileti
gyulladas leggyakrabban a kezek és labak kisiziileteit, csuklokat és bokakat érinti, de az
esetek tObbségében a térdek, wvallak, konyokok gyulladasa is kialakul. A korkép
jellegzetessége a proliferativ, destruktiv synovitis, mely kezelés nélkiil a porcok és az iziilet-
kornyéki csontallomany pusztulasahoz, irreverzibilis iziileti deformitasokhoz, egyre
sulyosbodé  funkcionalis  kéarosodashoz, mozgéskorlatozottsdghoz  vezet. Szamos
extraarticularis manifesztacido (interstitialis tiidobetegség, pleuritis, pericarditis, vasculitis,
mononeuritis multiplex, rheumatoid csomok) mellett egyre nagyobb szerepet tulajdonitunk az
utdbbi idOben az acceleralt atherosclerosisnak, ami dontd szerepet jatszik a betegségben
megfigyelhet6 emelkedett mortalitasban (19).

A betegek tobbségében RF ¢és citrullilnalt fehérjék elleni antitestek (ACPA) mutathatok ki. A
korkép — elsdsorban a fenti antitestekre pozitiv forma — pathogenesisében dominaloé a gén-
kornyezet interakciok egyik legjobban feltart formdja, a HLA-DR4 shared epitdp hordozas és
a dohanyzas szinergisztikus hatasa: a shared epitopok valamelyikét hordozo személyekben a
dohanyzas hatasara indukalodo szajiiregi €s 1éguti (szubklinikus vagy manifeszt) gyulladasos
(parodontitis, chronicus bronchitis) kornyezetben a dohdnyfiist hatasara fokozddo
citrullinacios folyamat ACPA képzddéséhez vezet (20, 21).

Az antitestek tovabbi, nagyrészt ismeretlen 1épések sordn a periarticularis osteoclastokhoz
vagy a synoviocytdkhoz torténd kozvetlen kapcsolodas révén gyulladdsos cytokinek és
chemokinek (IL1, IL6, tumor necrosis factor (TNF)-a, IL8, stb.) termel6dését inditjak be (22).
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A fibroblast-szerii synoviocytak tartos, epigenetikusan régziilt proinflammatorikus fenotipus-
valtozasuk révén a fenti cytokineken kiviil angiogenetikus, valamint porc- és csontbontd
anyagok széles skalajat termelik, a chemokin-tiltermelés €s endothel-aktivaciéo lymphocytak,
macrophagok, hizosejtek, plasmasejtek infiltracidjat indukalja, és egy onfenntartd gyulladdsos
halozattal bird, proliferald gyulladdsos massza — pannus —alakul ki az érintett iziiletekben
(23).

Az utébbi években szamos 1Uj gydgyszeres kezelési lehetdség valt elérhetové, melyek
alapvetden atirtdk a koradbban leginkabb csak a fajdalmas tlinetek kontrolljara szoritkozo
terapias gyakorlatot. Manapsag az elvaras a korai diagndzis, még az irreverzibilis elvaltozasok
kialakulasa el6tt, és a hatékony betegségmodositod (disease-modifying antirheumatic drug —
DMARD) kezelés inditasa. Amennyiben a hagyomanyos DMARD (conventional -
cDMARD) kezeléssel — methotrexat, leflunomid, ritkdbban sulfasalazin, chloroquin,
cyclosporin — nem érhet6 el a gyulladasos folyamat teljes kontrollja, a tartds remisszio (egyes
esetekben alacsony betegség-aktivitas is elfogadhato), biologiai DMARD-ok (bDMARD)
adésa indokolt. E monoclonalis antitestek koziil jelen tézisek irdsakor TNF-a-t, IL6-receptort,
B-sejteket (anti-CD20), valamint a T-sejt kostimulaciot gatld (CTLA4) monoclonalis
antitestek allnak rendelkezésre, valamint ijabban bevezetésre keriiltek mar a kis molekuldja
— tsSDMARD), ezen beliil RA-ban konkrétan a Janus kinaz gatldo gyogyszerek is. Utobbi két
gyogyszercsalad a cDMARD-oknal hatékonyabban és célzottabban képes gatolni az RA
aktivitasat, ezaltal megallitani a csontdestrukciot jelzé radioldgiai progressziot, javitani a
funkcionalis allapotot és életmindséget, csokkentve a faradékonysagot, a megndvekedett
cardiovascularis kockazatot és megorizve a munkaképességet.

1.3. Hattér, problémafelvetés

1.3.1. Sicca tiinetek pathogenesise SS-ben— acetylcholin receptor elleni antitestek potencidlis
SzZerepe

Az SS-ben kialakuld sicca tiinetcsoport eredetér6l a klasszikus elképzelés az, hogy az
autoimmun gyulladasos folyamat altal okozott mirigyallomany-pusztulas kozvetleniil vezet a
szekrécios kapacitas kimertiléséhez. Azonban a kezdetektdl fogva tudott, hogy a gyulladas
fokalis, és az intenziven infiltralt teriiletek mellett a szovettani mintdk Kkiterjedten
tartalmaznak latszolag ép mirigystrukturakat (24). Klinikai tapasztalat és kutatasi eredmények
i1s azt mutatjak, hogy az exokrin inszufficiencia mértéke fluktuaciot mutat, és javulas is
¢észlelhet a nyal- és konnytermelésben (25). Pontos hisztomorfoldgiai mérések nem mutattak
Osszefliggést a nyaltermelés csokkenése €s a nyalmirigyek szoveti destrukcidjanak mértéke
kozott (26). Mivel SS-ben is viszonylag magas eléfordulasi gyakorisaggal talalkozhatunk
autonom neuropathiara utalo tiinetekkel (27-37), és mivel pl. diabetes mellitusban az autonom
neuropathia gyakran jar egylitt xerostomiaval ill. xerophthalmiaval (38-39), ami egyes
gyogyszerek anticholinerg mellékhatasai kozott is eléfordulhat, felmeriilt benniink, hogy a
cholinerg stimulaci6 karosodasa, mint egy potencialisan reverzibilis tényezd, szerepet jatszhat

9
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az SS-ben kialakuld sicca tiinetek kialakulasaban (40-43). Egy korabbi vizsgalatunkban azt
talaltuk, hogy az intracutan adott cholinerg agonista carbachol hatasara SS-s betegekben
szignifikansan csokkent microvascularis vasodilatatio alakul ki, mint az egészséges
kontrollokban, s6t gyakran teljes valaszképtelenséget tapasztaltunk a cholinerg agonistaval
szemben (44). Mivel e kisérleti elrendezésben az agonistat kozvetleiil a célszervhez (dermalis
kiserek) juttattuk, a csokkent valaszkészséget nem lehetett autonom neuropathiaval
magyarazni, hanem receptoridlis vagy posztreceptoridlis szinten kellett az eltérést keresni.
Hipotézisiink az volt, hogy autoantitestek alakulnak ki az acetylcholin-receptorral szemben,
melyek gatoljak a cholinerg neurotranszmissziot.

E feltételezés alatdmasztasdra a fenti kisérleteink idején két allatkisérletes kozlemény
szolgaltatott tdmogatast. Bacman ¢és munkatarsai patkany nyalmirigy extractumok vizsgalata
soran igazoltak radioizotopos receptorkotési assay segitségével, hogy antitestek mutathatok ki
SS-s betegek vérében, melyek a nyalmirigyekben domindns m3 altipusi muscarinszer(i
acetylcholin-receptoron (m3AChR) keresztiill — specifikusan kotddnek a  patkany
nyalmirigyhez (45). Robinson és munkatarsai pedig genetikailag modositott NOD-egerekben
mutattak ki, hogy SS-s betegek széruma m3AchR-specifikusan gatolja a nyaltermelést a
kisérleti allatokban (46). Human receptorral szemben autoantitesteket azonban nem sikeriilt
kimutatni: ugyan egy 25 aminosavbol 4all6 szintetikus peptiddel szemben leirtak
immunreaktivitast SS-ben (47), de utobb kideriilt, hogy ez nem az m3AChR, hanem az
m4AChR masodik extracellularis hurokszakaszdnak felelt meg. Egy masik munkacsoport is
sikertelentil probalkozott ezen peptid elleni antitestek kimutatasaval (48), s6t e masodik
kutatocsoport mar az m3AChR relevans peptidszakaszaval is elvégezte ugyanezen ELISA
méréseket, és szintén nem tudtak antitest-pozitivitist kimutatni (48). Igy kisérleteink
elinditasakor kérdéses volt, hogy SS-benléteznek-e human m3 AChR-rel reagald antitestek, és
semmi tovabbi adat nem allt rendelkezésre ezen, egyelére csak dallatkisérletben felvetett

crer

Ezért a 2000-es évek elején igyekeztiink elsdként megbizhatd vizsgaloeljarast kifejleszteni a
human AChR elleni autoantitestek kimutatdsara. Munkacsoportunk korabbi tapasztalatai
alapjan a viszonylag rovidebb peptid-szekvencidk jobban felveszik az eredeti térbeli
formajukat, ha nagyobb fehérjéhez, pl. glutation-S-transzferazhoz (GST) kapcsoljuk fuzids
forméban (49). Igy a nagy molekuldk tobbnyire konformaciés jellegii epitopjainak
antigénként torténd felhasznéldsa soran nagyobb hatékonysag varhato a GST-fuzids formatol,
mint a ,tiszta” linedris peptidszakasztol. Kisérleteink sordn Ilétrehoztunk rekombindns
technikaval egy AChR-specifikus peptidszakaszt és glutathion-S-transzferazt (GST)
tartalmazé fuzids fehérjét. A peptidszakasz 25 aminosavbol allt (elsé és utolsd 2-2 aminosav
alapjan KRAI-ként roviditettiik), kivalasztasat a rendelkezésre allo szakirodalmi ismeretek
alapjan végeztiink (47), és ennek megfeleléen az m4AChR masodik extracellularis hurkan
helyezkedik el. ELISA moddszerrel teszteltik a KRAI peptidet egyrészt szintetikus peptid
formaban, masrészt az elébb emlitett GST-KRAI fuzios fehérje formédban prezentalva
antigénként. A szintetikus peptiddel szemben mi sem tudtunk az egészséges kontrolloktol
kiilonb6zé immunreaktivitdst kimutatni SS-s és RA-s betegek szérumdban, de a fuzios
fehérjével szemben SS-ben szignifikansan magasabb atlagos antitest-titert tapasztaltunk, mint
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egészségesekben vagy RA-ban (50). Mivel kisérleteink soran m4AChR-specifikus
peptidszakaszt hasznaltunk antigénként, a méréseknek konkrét relevancidja nem volt az SS
pathogenesisével kapcsolatban, de megteremtette a metodikai feltételét annak, hogy a
relevans, m3AChR vizsgélatat tizhessiik ki célként.

1.3.2. A klinikai képet alakité pathogenetikai eltérések vizsgdlata SLE-ben

1.3.2.1. A galektin-1 szerepe az SLE-ben észlelhets T-sejt dysfunctio kialakitdsdban

A lektinek szénhidratkotd fehérjék, melyek nagy affinitassal és specifikusan kotdédnek
meghatarozott cukorlancokhoz. A glikoproteinek szénhidrat-oldallancaihoz kapcsolodva
szamos élettani folyamatot befolyasolnak. fgy a fehérje-fehérje kolcsonhatasokon tul a
fehérje-szénhidrat kapcsolatoknak is meghatarozo szerepiik van pl. a szdvetek, szervek
fejlodésében, a daganatok képzOdésében, valamint az immunrendszer jelatviteli
folyamataiban. A Gal-1 a B-galaktozid-koté lektinek csaladjaba tartozik, specifikusan az
emlOssejtek felszinén elhelyezkedd, elagazd N-glikanokon és O-glikanokon elhelyezkedd
terminalis N-acetyl-laktozamin motivumokhoz kapcsolddik (51). Szamos ilyen struktarat
tartalmazd glikan taldlhaté szinte minden sejt felszinén, igy a Gal-1 és ligandjai fontos
szabalyoz6 funkciot toltenek be tobbek kozott a sejtadhézidban (52), sejtmigracioban (53), és
az immunregulacioban (54).

A Gal-1 két anti-parallel B-lemezbdl all, harmadlagos szerkezetében az N- és C-
terminalisok a molekula egyik polusan, mig a szénhidratk6té hely a masik poluson
helyezkedik el. Nativ allapotban tobbnyire homodimer formaban fordul el6, de kisebb
koncentracié esetén monomer formara disszocidl, megtartva ugyanakkor affinitasat a ra
jellemzd szénhidrat-strukturak irant (55). Korélettani szempontb6l fontos, hogy a ligandjait
képezd glikanok szidlsav tartalma nagymértékben befolyasolja kotddését: a szénhidrat-
oldallancok terminalis a-2,3 vagy a-2,6-Szializdcidja részben vagy teljesen meggatolja a
kotodését (55-57).

A Gal-1-t az immunrendszer szamos sejtje expresszalja, igy kiilondsen a macrophagok
(58), B-sejtek (59) és aktivalt T-sejtek (60, 61), valamint mesenchymalis stromasejtek,
melyek immunszuppressziv funkciokkal rendelkezé multipotens dssejtek (62, 63). Tovabbi
forrasai a nyirokszervek és a gyulladasos szovetek endothelsejtjei (64). Nem hagyomanyos
modon szekretalodik (65, 66), és mivel szekrécidja utan gyorsan visszakotédik a sejtfelszini
glikanokhoz vagy a kotészoveti matrix molekulaihoz, munkacsoportunk korabbi eredményei
is alatdmasztjak, hogy hatésait elsdsorban kozvetlen sejt-sejt kontaktus révén fejti ki (67-70).
Szamos immunregulator funkcidt tolt be, kiillondsen az aktivalt T-sejtekre hatva (71, 72).
Egyrészt azok apoptosisat okozza, mely hatas az aktivalt T-helper-1 (Thl) és Th17 sejteken a
legkifejezettebb, igy eldsegiti a Th2 és Treg iranyl polarizaciot. Ennek magyarazata az lehet,
hogy a Th2 vagy Treg irdnyba differencialodd T-sejtek felszinén intenzivebb szializacio
fejlodik ki, mely védi 6ket a Gal-1 apoptotikus hatasatol (73). A Gal-1-r6l kimutattak, hogy a
T-lymphocytakon szamos sejtfelszini struktarahoz koétédhet, példaul CD45 (74), CD7 (75),
vagy a kiilondsen az immunologiai szinapszis fontos alkotoelemét képezé6 GM1 gangliozid
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(66,76), de ezen feliill még szamos, a kotési specificitasanak megfelelé szénhidrat-motivumot
hordozé glikoprotein is kozvetitheti hatdsait. Apoptotikus hatdsmechanizmusanak
tisztazdsahoz munkacsoportunk korabbi munkdi is dontéen hozzdjarultak: eszerint nem
Fas/FasL utvonalon (60, 77), hanem ismeretlen receptoron keresztiil inditja el az apoptotikus
folyamatot. Az altalunk leirt mechanizmus szerint az Lck és ZAP70 kinazok aktivalédnak
(78-79), melyet ceramid-felszabadulas (80) és a mitochondrialis membranpotencial
csokkenése kovet. Végiil kaszpaz-aktivacidé révén az intracellularis fehérjék ¢és a
kromoszémalis DNS fragmentalédasa kovetkezik be (81). Szintén munkacsoportunk tagjai
voltak, akik ramutattak, hogy a Gal-1 nem szolubilis formaban, hanem kozvetlen sejt-sejt
kontaktus révén fejti ki hatasat (71).

A Gal-1 hatasmechanizmusanak tovabbi fontos eleme az, hogy aTreg sejtek igen nagy
mennyiségben expresszaljak, ami aktivaciot kovetdéen tovabb emelkedik (82). A Gal-1
blokkolasa neutralizal6 antitest segitségével jelentdsen csokkenti a Treg sejtek gatld hatasait,
mind human, mind egér modellekben (82).

A Gal-1 az immunprivilégizalt helyek kialakitasaban is kulcsszerepet jatszik. A test
ezen helyein az antigének nem valtanak ki gyulladast, ami aktiv immunszuppressziv
folyamatok eredménye. A természetes immunprivilégizalt szervek, pl. here, eliilsé
szemcsarnok, kozponti idegrendszer (83-85) mellett az anyai-magzati hatarfelszinen, illetve
sajnos szolid tumorok kornyezetében is kialakul az immunvalasz helyspecifikus gatoltsaga
(86-87). Az immunprivilégizalt szervek kotdszovet sejtjeinagy mennyiségben termelnek Gal-
1-t. Ezzel 0sszhangban kimutattak, hogy spontdn abortusbol szarmaz6 placentaris szévetben
szignifikansan kevesebb Gal-1 talalhat6, mint arteficialis abortusbol szarmazdoban (88), és a
Gal-1 kozvetlen immunprivilégizalo hatasat is igazoltak trophoblast sejtek vizsgalataval (89).
A tumorok egyebek mellett a Gal-1 termelése révén tudnak ,elrejtézni” az immun-
surveillance el6l (87). A Gal-1 gatlasat mint terapias lehetéséget vetették fel colon (90), emld
(91), vagy tiid6 (92) carcinoma kezelésére.

A Gal-1 eddig leirt, funcioi, beleértve az immunszabalyoz6 funkciot is, a molekula
extracellularis lektin szerepével filiggnek Ossze, mig az aktivalt T-sejtekben de novo
szintetizal6do, Gal-1 intracellularis funkcidirdl csak minimalis ismereteink vannak. Egyik
ismert feladata, hogy a Gemin4 fehérjével asszociacioban elbsegiti a spliceosomak
Osszeszerel6dését és igy a pre-mRNS splicing-ot (93). A masik, eddig feltart funkcidja pedig,
hogy a hRAS nanocluster részeként részt vesz az intracellularis jelatviteli folyamatokban (94).

Immunregulator funkcidi ismeretében nem meglepd, hogy tobb gyulladasos illetve
autoimmun betegség allatmodelljében is fontos szerepe deriilt ki. Gal-1 elékezelés dozisfiiggd
modon gatolta a concanavalin-A-indukalt hepatitis, és ennek részeként a hepaticus T-sejtes
infiltracio kialakulasat egérben (77). Kisérletes colitisben Gal-1 adasa csokkentette a betegség
aktivitasi jeleit, és gatolta a bélnyalkahartya lamina propridjaban levé T-sejtek IFN-y
termelését (95). Gal-1-deficiens egerekben erésebb Th1/Thl7 valaszt kaptak in vivo antigén-
prezentacidé hatasara, és az ilyen allatok hajlamosabbak voltak experimentalis autoimmun
encephalomyelitis kialakulasara, mint a kontroll egyedek (73).
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SLE egérmodelljében (mrl/lpr egerekben) is vizsgalta egy munkacsoport a szolubilis
Gal-1 hatasait, és azt talaltak, hogy adéasa gatolta a betegség kifejlodését, csokkentette az
aktivalt T-sejtek szdmat, fokozta a FoxP3 expresszidjat, ezaltal novelte az allatok talélését
(96). A Gal-1 rheumatoid arthritises allatmodellben is terapias hatastunak bizonyult (97).
Azonban human mintdkon még nem vizsgaltdk a Gal-1 SLE-ben betdltott szerepét.

1.3.2.2. Sejtfelszini glikozilacios mintazat és a lektinkétodés kovetkezményes eltérései T-
sejteken SLE-ben

Az immunsejtek felszinének glikozilacids mintazata nagyban befolyésolja a kdrnyezeti
hatdsokra adott valaszukat. Specifikus kotddési tulajdonsagaik miatt a lektineknek, mint
jelzéanyagoknak, a sejtfelszini ,,cukor-kod” kisérletes feltérképezésében is fontos szerepiik
van mind egészséges (98), mind beteg sejteken (99, 100). A proteoglikanok jellemzden igen
komplex szénhidrat lancokat tartalmaznak, melyek szamos, egymast kovetd glikozilacids
lIépés kovetkeztében épiilnek fel és érik el végil érett, végleges formajukat (101). E
glikozilacios 1épések elsésorban az endoplazmas retikulum belsejében és a Golgi
apparatusban torténnek, az egyes szénhidrat-elemek hozzdadéasat az épiild lanchoz glikozil-
transzferazok, lehasitasukat glikozidazok jol szervezett, szekvencialis mikodése biztositja.
Ezen 1épéseket az 1. abran foglaltam &ssze. E két enzimcsaladnak emberben tobb mint 200
tagja van, mennyiségliket és aktivitdsukat transzkripcidojuk, valamint sejten beliili
lokalizaciojuk szabalyozasa hatarozza meg (101, 102).

Jelen munkank szempontjabol fontos glikozilacidos 1épéseket a kovetkezdkben
foglaljuk 0ssze: Az alfa-mannozidazok, mint pl. a MAN1A1-2 and MAN2A1-2 felelések a
mannozmolekulak eltavolitasaért az N-glikanok szénhidrat lancairol a Golgi apparatusban
(103). Ez a kezdeti 1épés fontos a kezdetleges, mannozban gazdag lancok alkalmassa tételére
tovabbi komplex, valtozatos lektinkotési specificitdstt  szénhidrat-struktarak —kiépitése
szempontjabol (104). Ezt kovetéen az N-acetylglikozaminil-transzferaz 1-V (MGAT1-5)
enzimek elagazasokat hoznak létre az N-glikdn oldallancokban. Ennek sordan a mannéz
alaplanchoz az oldallanc els6 aminogliikozidjai, majd tovabbi N-acetyl laktozamin (LacNAc)
egységek kapcsolodhatnak (105), 1étrehozva a Gal-1 nagy affinitasu kotéhelyeit. Minél tobb
elagazast tartalmaz egy szénhidratlanc, annal nagyobb affinitasa van a Gal-1 irant (106). A
létrejové  komplex poly-N-acetyllaktozamin lancok végiil szialsav,,sapkat” kapnak az
ST6GALL (0-2,6 szialsav), illetve az ST3GAL3,4 és ST3GAL6 (0-2,3 szialsav) szialil-
transzferaz enzimek miikodésének kovetkeztében (107). E terminalis szializacio részben (a-
2,3 szialsav) vagy teljesen (a-2,6 szialsav) meggatolja a Gal-1 kot6dését a szénhidrat-lanchoz
(108). A neuraminidaz enzimek a szialil-transzferazok hatasait antagonizaljak azaltal, hogy
lehasitjdk a terminalis szialsavat. A legfontosabb neuraminidazok, melyek a
plazmamembranhoz kapcsolodnak a NEU3 és a lizoszoméakban és a plazma membranban
egyarant eléforduld NEUL, melyek a szialil-transzferazokkal egyiitt kulcsszerepet jatszanak a
sejtfelszini glikanok szerkezetének és igy funkcidinak végleges kialakitasaban (109).

A sejtfelszini glikoprotein mintdzat fontos szerepet jatszik tobbek kozott a
sejtadhézioban, migracioban, valamint az extracellularis jelek érzékelésében és
tovabbitasaban a sejt belseje felé (110, 111). Szamos velesziiletett vagy szerzett betegségben
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mutattak ki, hogy megvaltozik a sejtfelszini glikozilacids mintazat, pl. sokféle tumortipusban
¢s autoimmun betegségekben is (112-115). Malignus daganatok esetében diagnosztikus és
prognosztikus célokra is felhasznalhatjuk a szénhidrat-strukturak vizsgalatat (114, 116).
Autoimmun betegségek vonatkozasaban, legjobban az immunglobulinok glikozilaltsagi
allapotanak valtozasait vizsgaltak (117), és kimutattak, hogy az egyes immunglobulin-
alosztalyok effektor funkcioit jelentdsen befolyasoljak a fehérjelanchoz kapcsolddo
szénhidrat-struktarak (118, 119). Tobb érdekes adat szol amellett, hogy a T-sejtek felszini
glikozilaltsaganak valtozasai kapcsolatosak lehetnek autoimmun betegségek kialakulasaval. A
T-sejt receptor N-glikozilaltsaganak zavara egerekben stlyos glomerulonephritis
kialakulasahoz vezet (120). A szénhidrat-oldallancok szerkezete fontos szabalyozd szerepet
tolt be a Major Histocompatiblitdsi Complex (MHC) antigén-prezentalé molekuldk vagy a T-
sejt receptor antigén-kotésében és a kdvetkezményes T-sejt aktivacio folyamatéban, és ennek
zavarait Osszefiiggésbe hoztak pl. gyulladasos bélbetegségek vagy sclerosis multiplex
kialakulasaval (121-125). A mannozidaz-1I enzim hianya allatmodellben immunkomplex-
medialt glomerulonephritist, hypocomplementaemiat és ANA-pozitivitast, vagyis lupus-szerii
betegséget okoz (126). Azonban, hasonléan a Gal-1-hez, a T-lymphocytak sejtfelszini
molekulainak glikozilacios eltéréseit sem vizsgaltak human SLE-ben.

a2 a2 a2

MGAT4A
MGAT4B

MAN1A1 MGAT1 MAN2A1
MAN1A2 MAN2A2

MGAT5 B4GALT1 B3GNT2 ST3GAL3,4,6 NEU1
B4GALT3 B3GNT4 ST6GAL1

B N-acetil-glikézamin O Mannéz A Fukéz
@ Galaktoz <> Szialsav

1. dbra. Az N-kapcsolt protein-glikozilacio folyamata emléssejtekben.

Az abra a fontosabb enzimatikus lépéseket, valamint az igy kialakulo glikozilacios mintazat
alapjan létrejovo lektinkoto helyeket mutatja. Az emberi glikozilacios enzimeket kodolo
géneket a megfelelo nyilak alatt tiintettiik fel. Az adott lektin kotését meghatdarozo
mintazatokat a sziirke mezok emelik ki. Forras: 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 TMEM?203 szerepének vizsgalata SLE-ben

Jol ismert, hogy az SLE, és tobb mas szisztémas autoimmun betegség pathogenesisében az 1.
tipusu IFN-k, vagyis az INF-a és IFN-B kulcsszerepet jatszanak (128,129). A betegség
legfontosabb autoantigénjeinek szamitd nucleoproteinek endosomalis vagy cytoplasmaticus
mintazatfelismerd receptorokhoz koétddnek a természetes immunrendszer sejtjeiben, igy a
monocyta-macrophag sejtekben és a dendriticus sejtekben (130). Ezt kovetden kiilonbozo
szignalutakon keresztiil specifikus transzkripcios faktorok, az interferon-regulatory factorok
(IRF-k) aktivalodasat okozzak, meginditva az 1. tipusu IFN-ok transzkripcidjat (131). Egyik
ilyen jelpalya a Tank-binding kinase-1 (TBK1)/IRF3 utvonal, melynek fontos komponense az
endosomalis STimulator of INterferon Genes (STING) fehérje (132). SLE szempontjabol
fontos, hogy a STING-et a kettés szala DNS aktivalja, és ennek kovetkezménye a fokozott I.
tipusu IFN-termelés (133, 134). SLE-s betegek szérumabdl szarmazo, apoptotikus termékeket
tartalmazd microvesiculdk IFN-termelést és un. IFN szignatarat (az IFN-ek altal indukalt
gének Osszességét) indukalnak, részben a STING kozvetitésével (135). A STING altal
indukalt folyamatok pontos jellemzése, kiilonosen SLE-ben, azonban még nem tortént meg.

Kollaboracids partner kutatocsoportunk tagjai korabbi, Uj proinflammatorikus mediatorokat
kutatd vizsgalataik soran szamos gént azonositottak egér macrophag sejtvonalban, melyek
addig ismeretlen, feltételezhetéen gyulladast keltdé fehérjéket kodolnak (136). Egyik ilyen
endoplazmatikus fehérje a Transmembrane protein-203 (TMEM203) (137). Hianyaban
jelentdsen csokken a TLR4 altal indukalt CXCL4 chemokin termelése, igy felmertiil, hogy
kapcsolatban lehet a STING-medialt, I. tipust IFN-indukcios folyamatokkal. Mindezek miatt
hasznosnak gondoltuk megvizsgalni expressziojat SLE-s betegekben egészséges kontrollokkal
Osszehasonlitva, és Osszefliggést keresni a TMEMZ203 expresszio és az SLE aktivitasa ill.
egyeb jellemzoi kozott.

1.3.2.4. Antifoszfolipid antitestek szerepe az SLE nem-thromboembolias mechanizmusii szervi
manifesztacioinak kialakulasaban

Az SLE-ben a mindennapi gyakorlatban hasznalt autoantitest-meghatarozasok koziil kiemelt
szerepe van az antifoszfolipid antitestek (antiphospholipid-antitest: APA) ismeretének. Ezen
ellenanyagok vizsgalatara legelterjedtebb az anti-cardiolipin (anti-CL) és az anti-p2-
glikoprotein-1 (anti-B2-GPI) antitestek, valamint a lupus anticoagulans (LA) meghatarozasa.
Kimutatasuk nemcsak az SLE diagnézisahoz jarul hozza, ahogy a jelenleg elterjedt
osztalyozasi rendszernek is részei, hanem az egyik legjobban definialt klinikai alcsoportot
jellemzik a lupus-betegség-spektrumon beliil. Az APA-pozitiv betegekben jelentésen
emelkedett mind a vénds, mind az artérids thromboembolids események, valamint az
1smétlédé magzati elhalas kockdzata, és amennyiben ezen események mar bekdvetkeztek,
antifoszfolipid-szindromarol (APS) beszéliink (138). Az APA-k egyértelmiien pathogén
szerepet toltenek be az APS tiineteinek kialakulasaban (139, 140). Az APA-k az akut klinikai
tiineteket okozo, makroszkopos méretli vérrog-képzodésen kiviill tobb olyan szervi
manifesztacio kialakitdsdban is részt vesznek, ahol a microcirculatio vagy az endothel-funkcid
tartds és csak mikroszkopos vagy sejtélettani mérésekkel detektalhaté karosodasa szerepel a
hattérben, pl. a Raynaud tiinet, migrén vagy akceleralt atherosclerosis (141-144). Nem

15



dc_1719 19

meglepd ezek ismeretében, hogy az APA jelenléte a visszafordithatatlan szervi kérosodas
kialakulasanak és a varhato élettartam csokkenésének kockazatat hordozza (145).

Bar az APA-pozitivitdas és a vascularis események, valamint azok kovetkezményeinek
kapcsolatat szamos vizsgalat igazolta, nem foglalkoztak korabban azzal a kérdéssel, hogy ha
SLE-s betegben APA mutathatdé ki, vagy APS-sel tarsul, ez milyen hatassal van a nem-
thromboembolias szervi manifesztaciok kialakulasanak esélyére. Tudjuk, hogy SLE-ben
szamos autoantitest-pozitivitas egy-egy jol definialhatdo betegség-alcsoport, vagy szervi
manifesztacié kialakulasaval jar egyiitt (146). Igy az anti-SSA-pozitivitis a subacut cutan
lupus vagy a magzati atrioventricularis blokk, az anti-C1g-pozitivitas a nephritis (147), vagy,
sok adat szerint, az anti- riboszomalis-P és az anti-NMDA-receptor antitest-pozitivitis a
neuropszichiatriai manifesztaciok, pl. a psychosis kifejlddésével mutat szoros asszociaciot
(148, 149). Az SLE igen heterogén korlefolyasa miatt fontos, hogy a diagnéziskor tapasztalt
autoantitest-repertoar ismeretében pontosabban tudjuk el6rejelezni a korkép lefolyasat,
sulyossagat, fokozottan figyeljiink egyes szervi manifesztaciok korai jeleire.

1.3.3. 4 biologiai terapia leépitésének lehetbségei kronikus arthritisekben

A rekombinans technikaval eldallitott un. bioldgiai terapidk, vagy Gjabb hivatalos nevezéktan
szerint bioldgiai betegség-maddositd terapidk a gyulladasos reumatologiai korképek kezelését
forradalmasito, az egyes korképek pathogenesisének kulecsmolekuldival specifikusan reagalo
fehérje természetli gyogyszerek. A célzott hatdsmechanizmus a hatékonysdg ugrasszerii
novekedését eredményezte, ami teljes paradigmavaltast hozott a reumatologiai betegségek
kezelésében (150,151). A gydgyszerek a betegek jelentds részében a gyulladasos folyamat
remisszidjahoz vezetnek, és kb. 10 évvel bevezetésiik utdn kezdett eldtérbe keriilni az a
kérdés, hogy el lehet-e hagyni e gyogyszereket valaha is, ha egyszer RA-ban vagy AS-ben
elinditottuk a kezelést. A kérdést részben a gyogyszerek hossza tavi esetleges karos
hatdsaival  kapcsolatos  Ovatossdg, masrészt a sok éves, évtizedes terapidk
koltséghatékonysagaval kapcsolatos szempontok tették fontossa.

Vizsgalataink inditasakor, a 2010-es évek elején nagyon kevés informacio allt rendelkezésre e
téren. Az EULAR (European League Against Rheumatism) 2010-ben megjelentett ajanlasa
szerint RA kezelése soran tartds remisszio estében el6szor a corticosteroid terapia fokozatos
csokkentése sziikséges, majd steroidmentes tovabbi tartds remisszid esetén szoba jon a
biologiai terapia elhagyasa, legvégiil pedig a DMARD terapia leépitése fontolhaté meg. 2010-
ben Saleem és munkatarsai (152) kerestek a remisszié fennmaradéasaval kapcsolatba hozhato
paramétereket. A felmérés soran fizikalis vizsgalat, képalkot6 valamint immunologiai
vizsgélatok alapjan értékelték, hogy hogyan alakult a betegségaktivitas a sikeres anti-TNF
kezelés leallitasat kovetden. Az egyetlen szignifikans prediktornak a diagnézis és a kombinalt
DMARD, illetve az anti-TNF kezelés inditasa kozotti minél rovidebb id6 eltelte bizonyult.
Az akkor legnagyobb esetszamu BeSt vizsgalat (153) soran négyféle kezelési stratégiat
hasonlitottak Ossze (szekvencidlis monoterapia, step-up kombinacid, kezdeti kombindcid
steroiddal, kezdeti kombindci6 infliximabbal). Tartds remisszid (a DAS44 értéke 2,4 alatt
marad hat honapon 4t) esetén elkezdték a terdpidk leépitését, igy a kezdeti infliximab

16



dc_1719 19

csoportban is, és csak a hagyomanyos DMARD kezeléssel folytattak a terapiat. A kezelési
agra keriilt 120 beteg koziil 77-nél sikertilt tartos remissziot elérni infliximab kezeléssel, majd
ennek elhagyasa utan 67 betegben (87%) az alacsony betegség-aktivitds és a radioldgiai
progresszio gatlasa fennmaradt a kdvetkezd két év soran is (154). A betegek 56%-a pedig a
tovabbi, atlagosan 7,2 év hosszu utdnkOvetés soran is remisszioban maradt biologiai kezelés
nélkiil is (155). Ezen eredmények inspiraltak tovabbi vizsgalatokat, koztiik sajat kutatasainkat
is. Ellentétben a BeSt vizsgalattal, melybe révid betegség-fennallasu betegek kertiltek, az
RRR vizsgalatban, melyet 102 japan beteg bevonasaval végeztek, atlagosan 5,9 éves
betegség-fennallas mellett vontak be olyan pacienseket, akiknél infliximab kezeléssel
legalabb 24 héten at tart6 alacsony betegség-aktivitast (DAS28 < 3,2) sikeriilt elérni. Az anti-
TNF kezelés ledllitasa utan 56 betegnél (55%) megmaradt az alacsony betegség-aktivitas egy
éven at (156) és radiologiai vagy funkcionalis progresszid sem kovetkezett be. Azok a
betegek, akinél mégis sziikséges volt az infliximab visszaadasa, nem tapasztaltak gyakoribb
allergids mellékhatast az ismételt infizidk soran. Hasonl6 ardnyban Orizték meg az alacsony
betegség-aktivitast a HONOR vizsgélat betegei is, akiknél a sikeres adalimumab terapiat
allitottak le, és a 6 honapos adatok alapjan 73%-uk betegség-aktivitasa tovabbra is 3,2-€S
DAS28 alatt maradt (157). Végiil egy masik friss, nagy esetszamu vizsgalat, az OPTIMA
study korai RA-s betegeinél (atlagosan 3,9 honapos fennallas) 24 héten at methotrexat +
adalimumab kezelést alkalmaztak, és ennek hatdsara 44%-uk alacsony betegség-aktivitas
allapotaba keriilt. Majd ismételt randomizaciot kovetden terapiajukat methotrexat + placebo
vagy methotrexat + adalimumab adasaval folytattak, €s azon betegek 66%-aban is megmaradt
az alacsony aktivitas, akiknél az adalimumab leallitasra keriilt (158). EImondhat6 volt tehat,
hogy érdemes megfontolni az anti-TNF kezelés leallitasat RA-ban hosszabb ideje fennallo
remisszio esetén, az EULAR ajanlassal is 0Osszhangban, de a relapsus esélye nem
elhanyagolhatd, ami miatt a ledllitisban ¢érintett betegek pontosabb azonositasa
elengedhetetlen.

Ami az AS-t illeti, Baraliakos ¢s munkatarsai adatai alapjan a vizsgalt betegek 24 %-anak
betegsége mar 12 héttel a ledllitds utan aktiv volt, és a 36. hétig a betegek 90,5 %-anal
relapsus alakult ki (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index /BASDAI/ > 4)
(159). Egy masik vizsgalatban a szerzOk azt talaltak, hogy sikeres etanercept kezelés
felfiiggesztése utan 12 héten beliil a betegek 75%-anal relapsus alakul ki, és a 24. hétre pedig
az 0sszes vizsgalt személy betegség-aktivitasa visszatért (160).

A részben ellentmond6 adatok motivaltak minket, hogy tovabbi adatokat gytijtsiinka bioldgiai
terapia leallitasat kovetd természetes betegség-lefolyasrol, részben a hazai helyzet felmérése,
részben a nemzetkozi adatok bdvitése érdekében. Ennek megfelelden felmértiik harom
magyarorszagi arthrits centrum adatait, feldolgozva a bioldgiai terapia tartos leallitasat
kovetden a korlefolyds alakuldasat RA, AS és arthritis psoriatica (AP) esetében, hogy
meghatdrozzuk a relapsusok gyakorisdgat, a remisszié hosszat, illetve olyan tényezdket
keressiink, amelyek Osszefliggést mutatnak a remisszio fennmaradasaval, illetve a relapsus
fellépésével.
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2. Célkitiizések

2.1.1. Megvizsgalni, hogy kiilonb6z6é moddszerrel elballitott human m3AChR-specifikus
antigének hasznalataval kimutathatok-e anti-m3AChR autoantitestek SS-s betegekben.

2.1.2. Amennyiben igen, meghatdrozni ezen autoantitestek eléfordulasi gyakorisagat, klinikai
korrelacioit SS-ben, valamint felmérni az anti-m3AChR antitest-meghatarozas diagnosztikus
értékét SS-ben

2.1.3. A feltételezett anti-m3AChR antitestek pathogenetikai szerepének megitélése céljabol
megvizsgalni kotodésiiket a célszerv (nyalmirigy) antigénjeihez human SS-s mintdkon

2.1.4. Az SS-ben észlelheté exokrin inszufficiencia okainak feltarasa érdekében az anti-
m3AChR antitestek, valamint a vegetativ idegrendszert potencidlisan befolyasolo
pszicholdgiai tényezdknek a feltérképezése, és korrelacid keresése ezen paraméterek és az
exokrin inszufficiencia k6zott primer és szekunder SS-ben

2.2.1. Az aktivalt T-lymphocytdk exogén Gal-1-re adott apoptotikus valaszanak ¢és endogén
Gal-1 termelésének Gsszehasonlitasa SLE-s és egészséges személyek kozott

2.2.2. A Gal-1 aktivalt T-sejtekre kifejtett hatasai mechanizmusanak felderitése: az endogén
Gal-1 expresszio és az exogén Gal-1 altal okozott apoptosis Osszefliggése, valamint a Gal-1
hatésa az Lck enzim lokalizaciojara

2.2.3. A sejtfelszini glikozilacidos mintazat, mint a Gal-1 (és szdmos mas immunmodulans
lektin) kotddés egyik meghatarozo tényezdjének analizise, és a proteoglikanok szénhidrat
oldallancainak szintézisét végzd enzimek expresszidjanak vizsgalata SLE-s és egészséges
kontroll személyek aktivalt T-lymphocytain

2.2.4. Az 1. tipust interferonok indukcidjaban szerepet jatsz6 TMEM203 expresszidjanak €s a
betegség aktivitasaval vald kapcsolatanak felmérése SLE-ben

2.2.5. Az antifoszfolipid antitestek szerepének vizsgalata az SLE klinikai képének
alakitasaban, a nem-thromboembolias mechanizmusu szervi manifesztaciok el6fordulasaval
¢s a betegség-sulyossaggal valo 6sszefiiggés felderitése révén

2.3.1. A biologiai terapiak leallitasat kovetd betegség-lefolyas vizsgalata RA-ban és AS-ben, a
biologikum-mentes remisszio prediktorainak keresése
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3. Modszerek

3.1. Sicca tiinetek pathogenesise SS-ben— acetylcholin receptor elleni antitestek potencidlis
szerepe

3.1.1. Anti-humdn m3AchR antitestek kimutatdsara szolgdlo eljaras kidolgozasa és klinikai
jelentdségének felmérése primer SS-ben

Mivel felmeriilt benniink, hogy SS-ben a sicca tiinetek pathogenesisében az autoném
neurotranszmisszid receptoridlis szintii gatlasa is szerepet jatszhat, célul tiztik ki, hogy
m3AchR-rel reagald autoantitestek kimutatasara szolgald vizsgaloeljarast fejlessziink Kki.
Amennyiben anti-m3AChR antitesteket tudunk kimutatni, a tovabbiakban ezek gyakorisagat
¢s klinikai asszociacioit is fel kivantuk mérni.

3.1.1.1. Betegek

Az els6 munkaszakaszban 40 primer SS beteg szérumat teszteltiik (2002-es Amerikai-Eurdpai
Konszenzus Kritériumok (161); 38 n6, 2 férfi; atlagéletkor: 55 év /30-82/ - az atlagéletkor
megadasa utan a dolgozatban végig dolt zardjelben az életkori tartomanyt adom meg). A
dolgozatban a Sjogren szindroma nomenklattrat és az SS roviditést hasznalom végig a primer
SS betegekre torténd utalasként, kdvetve azt a nemzetkdzi trendet, hogy a korabban elterjedt
primer SS és secunder SS megkiilonboztetés helyett csak Sjogren szindromardl beszélnek,
mely, ha masik autoimmun betegséghez tarsul, overlap Sjogren szindromaként kertiil jelolésre.
Csak azokban az esetekben, ahol mindenképpen fontos volt megkiilonbdztetni primer és
szekunder SS-t, hangstlyoztam ki ezt a tényt. Kontrollként 40 egészséges személy vérmintait
hasznaltuk (atlagéletkor: 49 /23-62/ év).

Miutan e betegpopulacion igazoltuk az anti-m3AChR-ek jelenlétét SS-ben (lasd alabb), egy
masik betegkohorszon arra a kérdésre kerestiink vélaszt, hogy mennyire hasznos az anti-
m3AChR meghatarozasa a primer SS differencidl-diagndzisaban, valamint a primer SS-S
betegek csoportjan beliil asszociacidt mutat-e az antitest jelenléte valamely klinikai
paraméterrel. Ebben a programban 73 primer SS (pSS) beteget vizsgaltunk (70 nd,
atlagéletkor: 55 /30-82/ év, Amerikai-Europai Konszenzus Csoport 2002-es kritériumai (161).
A klinikai jelentdség megitélése érdekében négyféle, a pSS-tdl eltérd betegesoporttal és egy
egészséges kontrollcsoporttal hasonlitottuk Ossze a pSS-s betegek eredményeit: 1: RA-S
betegek (36 nd, atlagéletkor: 56 /27-80/ év, Amerikai Reumatologiai Kollégium 1987-es
osztalyozasi kritériumai (166); 2. 19 SLE-s beteg (16 né, atlagéletkor: 40 /26-73/ év,
Amerikai Reumatologiai Kollégium 1997-es atdolgozott kritériumai (167), 3. 14 secunder SS-
s (sSS) beteg (mindegyikiik nd, atlagéletkor: 53 /32-63/ év, Amerikai-Europai Konszenzus
Csoport 2002-es kritériumai (161); és 4. 22 olyan beteg, akit SS gyanujaval utaltak
Klinikankra, de akinél végiil a kivizsgalas végén nem igazolddott SS (21 nd, atlagéletkor: 52
[21-78/ év — SS-suspect /SSsusp/csoport). Az egészséges kontrollokat 40 egészséges vérado
alkotta (mindegyikiik nd, atlagéletkor: 49 /23-62/ év). Az RA-s és SLE-s betegek kozott (1. és
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2. csoport) nem lehettek olyanok, akiknél sSS felmeriilt (szubjektiv sicca tiinetek az
osztalyozasi kritériumokban ismertetett kérdések (161) alapjan, vagy csokkent konny vagy
nyaltermelés /Schirmer teszt < 5 mm, stimulélt nyaltermelés <2,7 ml/2 min). A 3. csoportban
az SS-hez tarsulo betegség 7 esetben RA, 5 esetben SLE, 2 esetben pedig szisztémas sclerosis
volt. A 4. csoportban a végsé diagndzisok: hypothyreosis, fibromyalgia, depresszid, hepatitis
C-asszocialt sicca szindroma, gyogyszer-indukalt sicca szindroma voltak.

3.1.1.2. Antigén-készités

El6szor szamitogépes program (Peptide Companion Version 1.231 - Coshisoft/PeptiSearch)
segitségével immundominédns epitdpokat prediktaltunk a human m3AChR fehérjén (Swiss-
Prot databank Acc. No P20309). A harom talalt epitop koziil a fehérje masodik extracellularis
hurkan elhelyezkedd6 KRTVPPGECFIQFLSE (KRSE, m3AChR2i3.228) szekvenciat
készitettiik el kétféle modszerrel: Egyrészt szolid-fazis technikaval (tBoc) (162) a
peptidlancokat p-metilhidrilamin gyantan (0.48 mmol/g) elongaltuk ABI 430A automata
segitségével, majd reverz-fazis HPLC technikaval tisztitottuk ¢és tomegspektrometridval
ellendriztiik (49).

Masrészt az 1.3.1. pontban emlitett tapasztalataink alapjan a kivalasztot epitopot
rekombinans f0zids fehérje formaban is elkészitettiik. A GST-KRSE fehérje eldallitasanak o
Iépései a kovetkezok voltak: a KRSE peptid complementer DNS-ének (CDNS) szintézise
(163); GST (pGEX-6P-1, Pharmacia) C-terminalis végéhez kapcsolasa egy Gly-Ser spacer
dipeptid kozbeiktatasaval; BamHI vektorral klonozas majd expresszido Escherichia coli-ban
(164); tisztitas glutation-Sepharose affinitas kromatografiaval (Pharmacia). A GST-KRSE
fuzios fehérjét natrium-dodecil-szulfat — poliakrilamid gél-elektroforézissel (SDS-PAGE)
jellemeztiik. Az SDS gélben szétvalasztott fehérjéket Coomassie blue festéssel vizualizaltuk.
Az els6 munkafazisban mindkét antigént alkalmaztuk az ELISA mérések sordn, mig a
masodik szakaszban mar csak az elsd fazisban hasznosabbnak bizonyult GST-KRSE fuzids
fehérjét.

3.1.1.3. pSS-s betegek szérumabol szdarmazé anti-KRSE  monospecifikus ellenanyagok
tisztitasa

pSS-s betegek szérumabol anti-KRSE (M3AChR213.228) specifikus ellenanyagot tisztitottunk a
kovetkezd modon: a GST-KRSE flizids fehérjét GST Orientation kit (Pierce) segitségével
kovalensen glutathion szilard matrixhoz kapcsoltuk a gyart6 altal leirtak szerint. A betegek
teljes szérumat 1 oran at inkubaltuk a matrix-szal, majd a k6tddott ellenanygokat (anti-KRSE)
glicin pufferrel (pH 2,8) elualtuk, majd dializaltuk. Az eluatum fehérjetartalmat Bradford
modszerrel mértilk. A szérumokban levd anti-m3AChR ellenanyagokat ¢és az affinitas
kromatografiaval tisztitott anti-m3AChR specifitdsi immunoglobulin frakcio aktivitasat
Western blottinggal vizsgaltuk. A Western blottinghoz GST-KRSE fuzids fehérjét és
kontrollként GST-t futtattunk SDS PAGE-n. A gélbol a fehérjéket nitrocellul6z membranra
(0,2 um, Schleicher and Schuell) transzferaltuk. A nitrocelluloz membrant SuperBlock
Blocking Bufferrel (Pierce); blokkoltuk. majd teljes szérummal, vagy tisztitott ellenanyaggal,
majd tormagyokér peroxidazzal (HRPO) jelzett kecske ani-human IgG-vel (Sigma)
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hibridizaltuk Végiil a rekciot H,O, (szubsztrat) és 3,3’-diaminobenzidin tetrahidrokloriddal
(kromogén) hivtuk eld.

3.1.1.4 ELISA mérések

A kivalasztott m3AChR szakasz antigenitasat ELISA vizsgalattal mértiik fel. Ennek soran
szintetikus peptidet (KRSE - m3AChR213-228, 8 ng/lyuk) (well) kotottiink az ELISA talcahoz
(ThermoLabs), és 4°C-on egy éjszakan at inkubaltuk. Oldoszerként foszfat-pufferolt sdoldatot
(PBS) (pH 7,4) hasznaltunk. Egy oran at szobah6n SuperBlock Blocking Buffer (Pierce)
oldattal blokkoltuk, majd az SS-s betegek ill. kontrollok szérumat (blokkol6 oldatban 1:50
aranyban higitva) 2 6ran at 37 °C-on inkubaltuk. Mosas utan HRPO-val jelzett kecske anti-
human IgG-t (1:10 000, Sigma) adtunk a reakcidhoz, és egy oOra inkubacié utan foszfat-citrat
pufferben (pH 5,0) oldott H,O,—dal és o-fenilén-diaminnal (OPD) vizualizaltuk (30 perc
sOtétben torténd inkubalas). A reakciot 4N kénsavval allitottuk le, majd a szinreakcid
erésségét 492 nm hullamhosszon mértiik fotométerrel.

A rekombinans fuzios fehérjét hasonld Iépések sordn teszteltiik. Az eltérések a peptid ELISA-
tol a kovetkezok voltak: a hasznalt antigén mennyisége 0,9 ug/lyuk volt a GST-nél és 1
ug/lyuk a GST-KRSE fuzios fehérjénél, mivel a két komponens moéltomege alapjan ez
biztositotta az aranyos GST-tartalmat. A fehérjéket 0,1 M Na,COjz pufferben (pH 9,6)
oldottuk, mely 10 mM dithiol-treitolt (DTT)-t is tartalmazott. A betegek és kontrollok
szérumat pedig 1:100 ardnyban higitottuk. Az egyes mintak KRSE-specifikus optikai denzitas
(OD) értékeit ugy kaptuk meg, hogy az adott egyén fazios fehérje OD értékébdl kivontuk a
GST-vel szembeni reakciéo OD értékét.

3.1.1.5 Gatlasi assay

Az antigén-antitest kotddés specificitasat gatlasi assay segitségével ellenériztiik. Ot beteg
szérumat, mely mintak magas pozitiv reakciot adtak a KRSE-vel szemben, 1:50 aranyban
higitottuk SuperBlock Blocking Buffer oldatban, majd 500 pg/ml koncentracioban KRSE
szintetikus peptidet adtunk az oldathoz. Masik kisérletben a gatlas koncentracio-fiiggését
mértiikk fel, ennek sordn a fenti 6t szérumbdl kett6t valasztottunk ki, és higitasi sort
készitettiink 0-200 pg/ml KRSE peptid koncentraciokkal, a szérumot pedig 1:100 aranyban
higitottuk a blokkold oldatban. Irrelevans peptid kontrollként egy bullosus pemphigoid
antigén peptidet hasznaltunk (PGSTFERKTHVTRHAYEG - PGEGi9.146). A higitott
szérumokat KRSE peptiddel eléinkubaltuk (1 6ra 37 °C-on, majd éjszakan at 4 °C-on), majd a
peptid ELISA fent leirt 1épéseit ismételtiik meg. Ezen inhibicids vizsgalatokat a GST-KRSE,
GST ¢és PGEGi29.146 kompetitor antigénnel is elvégeztiik (1:200 szérumbhigitas, 500 ug/ml
GST vagy GST-KRSE). Az antitestkotés szazalékos gatlasat a kovetkez6 képlettel szamoltuk:
(1 — QD492 #rum*inhibitor . Ry Agpszérum y 100,

3.1.1.6. Statisztikai modszerek

Jelen dolgozatban az értékeket mindenhol atlag + standard deviacido (SD) (normal eloszlas)
vagy median [25-75 percentilis] (nem-normal eloszlas), vagy esetszam /tartomany/ formaban
tiintetem fel. Statisztikailag szignifikdnsnak mindenhol a p<0,05 értéket tekintettem, a tovabbi
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hatarértékeket (pl. p<0,01, stb.) mindenhol kiilon jel6lom. A tovabbiakban az egyes kisérletek
statisztikai modszereinél csak az adott mérésekre specifikus eljarasokat ismertetem.

Az SS-s ¢és kontroll csoportot kétmintas t-probaval (folyamatos valtozok) vagy chi? probaval
(kategorikus valtozok) hasonlitottuk 6ssze. Az anti-KRSE ill. anti-GST-KRSE mérések koros
tartomanyainak hatarértékét (cut-off) a kontroll személyek OD értékeinek atlaga + 2 SD-ben
hataroztuk meg.

Az GST-KRSE antitestek mennyiségének 0Osszefliggését a kiillonbozé betegség-
paraméterekkel Pearson korrelacids teszttel (folyamatos valtozok, pl. életkor, betegség-
fennallas) vagy Spearman signed rank teszt (kategorikus valtozok, pl. immunszerologiai
pozitivitas vagy szervi manifesztacid megléte) vizsgaltuk. Az extraglandularis manifesztaciok
szamaval fennalld korrelacio vizsgalatat Jonckheere-Terpstra teszttel végeztiik. A pSS-s és a
tobbi csoport kozotti Gsszehasonlitasokra variancia-analizist (ANOVA — post hoc tesztként:
Dunnett-féle tobbszords dsszehasonlitd teszt) vagy chi® tesztet végeztiink. Az anti-m3AChR
antitest pozitivitds differencial-diagnosztikai értékének felmérésénél meghataroztuk a teszt
szenzitivitasat és specificitdsat a primer SS vs egyenként az egyes egyéb betegcsoportok
Osszehasonlitdsara, valamint a pozitiv és negativ valdszinliségi aranyt (,,likelihood ratio”),
utobbit a standard képletekkel: pozitiv valdszinliségi arany: szenzitivitas/1-specificitas,
negativ valoszinliségi arany: (1-szenzitivitas/specificitas).

3.1.2. Az anti-m3AchR antitestek nydlmirigybeli kotédésének vizsgdlata

Miutan igazoltuk a human m3AChR-rel reagald autoantitestek jelenlétét SS-ben, eredeti
kérdésfelvetésiinknek megfelelden arra kerestiink valaszt, hogy mennyiben jatszhatnak ezek
az antitestek szerepet az SS pathogenesisében. Allati szoveteket és human nyalmirigy
daganatos sejtvonalakat hasznalva t6bb kutatocsoport talalt adatokat arra, hogy a SS-s betegek
szérum immunglobulin  frakcigja  gatld hatast fejt ki  az m3AchR-medialt
neurotranszmissziora, azonban SS-s mintdkon nem torténtek vizsgalatok az anti-m3AChR
antitestek reakcioirdl. A kérdés megvalaszolasdhoz fontosnak tartottuk igazolni, hogy a
vérben keringd autoantitestek egyaltalan kapcsolddnak-e a feltételezett célszerv, a
nyalmirigyek m3AChR-jeihez.

3.1.2.1. Betegek

4 SS-s betegtdl (3 nd, atlagéletkor: 54 /47-62/, mindegyik pSS, Amerikai-Europai Konszenzus
Csoport 2002-es kritériumai), vettiink vérmintat. Harmuktol a rutin ajakbiopszids mintabol
kiilonitettiink el a diagnosztikdhoz sziikséges szovetmennyiségen kiviil kutatdsunk szdmara
kisnyalmirigy-szovetet. Tovabba, normalis kisnyalmirigy szovetmintat nyertiink egyébként
egészséges, autoimmun betegségben nem szenvedd két személytdl, akiknél egyéb okbol
(mucokele) keriilt sor az ajkon szdvet-eltavolitassal jard6 mitétre. Negativ kontroll
szérummintakat egészséges onkéntesektdl kaptunk.

3.1.2.2. Fénymikroszkopos immunOhisztokémia

22



dc_1719 19

Az ajakbiopszias mintakat Zamboni-féle fixalé oldattal (4% paraformaldehid, 0.1%
glutaraldehid és 0.19% pikrinsav PBS-ben) rogzitettikk. 20 pm vékony sorozatmetszeteket
készitettlink cryostat-tal.

1. Indirekt immunohisztokémia: Ennek soran a két egészséges kontroll személy
nyalmirigymintainak metszeteit SS-s betegek szérumanak 1:200 higitasu oldataval inkubaltuk
48 oraig, majd peroxidazzal jelzett anti-human IgG (SigmaAldrich) 1:666 higitott oldataval
jeloltik meg a kotédést. A reakciot 3,3-diaminobenzidin (DAB) és 0,003% H,O, oldattal
torténd 15 perces inkubacio utan vizualizaltuk.

2. Direkt immunohisztokémia: Harom SS-s nyalmirigymintat kozvetleniil reagaltattuk a
jelzett masodlagos antitesttel, hogy megitéljiikk, milyen mintdzatban talalhatunk a
nyalmirigybe mar eleve (a betegben) bekotott IgG autoantitesteket. A 1épések egyebekben
megegyeztek az indirekt immunohisztokémianal leirtakkal. Az egyes Iépések kozott intenziv
mosast végeztiink.

3.1.2.3. Elektronmikroszképos immuncitokémia

A Zamboni fixalé oldatban levé ajakbiopszids mintdkat éjszakara,4 °C-on, glutaraldehid-
mentes fixald oldatba tettiik at, mely 10% szukrézt tartalmazott. Negyven pum vékony
szeleteket vagtunk Vibroslices eszkozzel. Az egészséges nyalmirigy-mintakat SS-S
szérumokkal (1:500 higitas) inkubaltuk 24 vagy 48 oran at (indirekt immunhisztokémia), mig
a SS-s szovetmintakat kezeletleniil hagytuk (direkt immunhisztokémia). A szovetmetszeteken
az immunreakciot Avidin-biotin immunoperoxidaz kit (Vectastain ABC, Vector Laboratories)
segitségével DAB-bal hivtuk el. Végiil a mintakat 1% ozmium-tetroxid-dal utofixaltuk 60
percig, dehidraltuk és Epon gyantdba agyaztuk. Ultravékony metszeteket készitve, uranil-
acetattal és 6lom-citrattal festve, Jeol 100 elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

A SS-s szovetmintakat direkt immuncitokémiaval vizsgaltuk, melynek soran mindenben az
el6z6 bekezdésben irtak szerint jartunk el, kivéve, hogy elsddleges antiszérum adasa nem
szerepelt benne.

Annak érdekében, hogy igazoljuk a vizsgalt szérumok m3AChR-specifikus kotddését az
indirekt fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatokban, a kovetkezd kontroll eljarasokat

alkalmaztuk:
1. A primer antiszérum kihagyésa
2. Egészséges személyekbdl szarmazo szérum alkalmazésa elsddleges antiszérumként,

mind a fénymikroszkopos immunhisztokémia (1:200 higitdsban), mind az
elektronmikroszkdpos immuncitokémia (1:500) soran (negativ kontroll).

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

crer

1:200 higitasban a fény-, illetve elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz. Az eluélt oldat 70
pg/ml toménységben tartalmazott fehérjét, melynek specificitdsat a 3.1.1.4. pontban leirt
ELISA modszerrel is igazoltuk.
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4. Az anti-m3AChR monospecifikus ellenanyag el6inkubalasa a KRSE peptiddel
elektronmikroszkdpos vizsgalatndl (inhibicids vizsgélat). Ennek sordn a tisztitott
monospecifikus antitestet 1 mg/ml szintetikus KRSE peptiddel inkubaltuk 1 6ra hosszat 37
°C-on, majd 4 °C-on ¢jszakan at. A kovetkezd 1épések megegyeztek az alapkisérleteknél
irtakkal. Mértiik, hogy az antigén-kotéhelyek KRSE peptiddel torténd eldzetes telitése
specifikusan meggatolja-e a szérum kotodését.

o. Szintén csak az elektronmikroszkdpos vizsgdlatokndl, primer antiszérumként
polyclonalis anti-vasoactive intestinal polypeptide (VIP) szérumot is hasznaltunk (1:1000
higitas; Peninsula Lab) els6dleges antitestként. Ennek alapja az volt, hogy a VIP szintén a
cholinerg idegvégkésziilékekben raktarozodik, acetylcholinnal ko-lokalizacidban (168), igy
jelenléte specifikusan ramutat a cholinerg idegvégzodésekre

3.1.3. Anti-m3AChR antitestek, valamint pszicho-szocidlis ténvezdk szerepe a sicca tiinetek
pathogenesisében primer és secunder SS-ben

Végiil a sicca tiinetek kialakulasat kissé tdgabb perspektivabol igyekeztiink megkozeliteni,
részben valtozatlanul az anti-m3AChR antitestek oldalarol, részben a szem- és szajszarazsag
hatterében gyakran felmeriilé kronikus stressz €s egyéb pszicho-szocidlis tényezdk feldl. E
vizsgalatokat primer SS-s betegeken kiviil egyéb autoimmun betegségekhez tarsuld secunder
SS-s betegeken is elvégeztiik. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, egy jo definidlt kronikus
sicca tlinetcsoportot mutatd autoimmun betegesoport korében milyen mértékben jarul hozza a
fenti két tényezo a klinikai kép alakitdsdhoz. Emellett az iddkozben megjelent eredmények
alapjan igyekeztiink fejleszteni az anti-m3AChR ELISA eljardsunk pontossagat is, részben
ujonnan prediktalt tovabbi antigenikus epitopok, részben tovabbi antigén-prezentacids
technikak tesztelése révén.

3.1.3.1. Betegek

65 RA-s, 103 SLE-s, 76 pSS-s beteget vontunk be a vizsgalatba, és kontrollként 50
egészséges személy vérmintait hasznaltuk. Mindhdrom betegcsoport tagjai megfeleltek a
kordbban emlitett harom osztalyozasi kritériumrendszer feltételeinek. A betegcsoportok

demografiai adatai a kovetkezOk voltak (nd/férfi arany, atlagéletkor /életkori tartomany/): 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 felmértiink sicca szindroma iranyaban,
ami az Amerikai-Europai Konszenzus Kritériumok 1-4. pontja szerint tértént: szubjektiv sicca
tiinetcsoport fennallasat allapitottuk meg, ha az els6 két kérdéscsoport 3-3 kérdésébol
legalabb egyre pozitiv vélaszt adott a beteg, mig objektiv mirigymiikodési zavart akkor
tekintettiik igazoltnak, ha a Schirmer teszt vagy a nem-stimuldlt nyéltermelés-mérés a
kritériumokban rogzitett tartomanyban volt. Ha legalabb két alkalommal mind a szem, mind a
szdj vonatkozasaban a szubjektiv sicca tlinetcsoport igazolddott, és ehhez legalabb az egyik
szerv vonatkozasaban objektiven igazolhaté mirigymiikddési zavar is tarsult, a beteget sicca
szindromasként kategorizaltuk. Ugyan torekedtiink arra, hogy a Kritériumok szerinti secunder
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SS-t is igazoljuk, de mivel ehhez sok esetben ajakbiopszids minta pozitivitasa is sziikséges lett
volna, és ¢ beavatkozast csupan a jelen kutatds céljaira nem tartottuk etikailag
elfogadhatonak, igy a vizsgalataink soran secunder SS helyett a sicca szindroma

crer

A betegek f6 klinikai és immunszerologiai adatainak rogzitésén tul feljegyeztiik a betegek
kezelésében szerepld immunszuppressziv szereket (corticosteroid, methotrexat, leflunomid,
azathioprin, chloroquin, mycophenolat mofetil, cyclosporin A, cyclophosphamid, sulfasalazin,
anti-TNF, rituximab), valamint mindazon szereket, melyek anticholinerg vagy mas
mechanizmussal sicca tiineteket okozhatnak — antidepresszansok, antipsychoticumok,
antiepilepticumok, antihistaminok, stb. Egyik tipusa gyogyszer szedése sem mutatott
statisztikailag szignifikans korrelaciot a sicca tiinetekkel a beteganyagunkban.

3.1.3.2. Antigén-eloallitas

Mivel ezt a vizsgalatsorozatot tobb évvel a kezdeti munkank utdn végeztiik, az antigének
kivalasztasat ¢és elkészitését, bar az alapkoncepcié megegyezett a korabbiakkal, részben eltérd
metodikaval végeztiik. Ezért jelen dolgozatban részletesen bemutatom ezen eltéréseket, mig a
megegyez0 1épéseknél csak utalok a 3.1.1 alfejezetben leirtakra.

A betegek vérében human m3AChR-hez kotddo ellananyagokat kerestiink, ezért el6szor ismét
antigén-predikciot végeztiink, és jelen kisérleteinkhez a fehérje harom immundominédns
epitopjat valasztottuk ki a “Peptide Companion” Version 1.231 (Coshisoft/PeptiSearch)
segitségével. A 185-228 aminosav-szekvenciat (AGSE) a masodik extracellularis hurokrol,
amely a ligandkotéhelyet is magaban foglalja (ez teljesen atfed a korabban hasznalt KRSE
peptiddel [ m3AChR213.228]), valamint az 506-521 (YNIP) peptidet a harmadik extracellularis
hurokrol és a 360-377 (TRIC) peptidet a harmadik intracellularis hurokrol
(https://www.uniprot.org/uniprot/P20309).  Utobbit  azért  valasztottuk, mert ugyan
intracellularisan helyezkedik el, de a prediktal6 program — csupan a fehérje kémiai
tulajdonsagai alapjan — nagy valoszinliséggel jelolte epitdpnak. A szolid fazisu peptidszintézis
lépései megegyeztek a 3.1.1.2. alfejezetben leirtakkal.

Korabbi tapasztalatunk alapjan, mely szerint a peptid antigéneknél jobb eredményeket adnak
ELISA mérések soran a makromolekuldkhoz konjugélt epitopok, GST-fuzios peptid formaban
is elkészitettiik az AGSE és az YNIP epitopot. A rekombinans peptid szintézisét és tisztitasat
a 3.1.1.2. alfejezetben ismertetett modon végeztiik a jelen kisérleteink soran is. Végiil az
AGSE peptidet, mely elhelyezkedése és az antigenitas-predikcid alapjan a legvaldszinilibb
autoantigén-jeldlt volt, bovin szérum albuminnal (BSA) konjugalt formaban is elkészitettiik,
melynek soran egy BSA molekulahoz 15-20 AGSE peptidet illesztettiink.

3.1.3.3. ELISA meérések

Az ELISA téalcék lyukaiba a fenti antigének oldatait pipettaztuk (1 pg/ml AGSE, 2 pg/ml
YNIP és TRIC szintetikus peptidet, valamint 10 pg/ml GST-fuzios peptidet és BSA-konjugalt
antigént). Az ELISA mérések egyebekben a 3.1.1.4. pontban leirtak szerint torténtek azzal a
kivétellel, hogy a betegek és kontrollok szérumat 1:200 aranyban PBS-TWEEN-ben
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higitottuk, a peroxiddzzal jelolt anti-human IgG-t pedig 1:2500 arédnyban, szintén PBS-
TWEEN-ben. A konjugalt formaknal az antigénikus epitopra specifikus OD értéket ugy
kaptuk, hogy a talcan minden szérummintat GST-vel vagy BSA-val is reagaltattunk, majd
ezek OD értékét kivontuk a konjugalt formakébol.

3.1.3.4. A pszichés statuszra vonatkozo dllapotfelmérés

Annak megitélésére, hogy az immunologiai tényezokon kiviil milyen mértkben jarulhatnak
hozza pszichés faktorok a sicca tiinetek kialakuldsahoz, minden betegnél elvégeztiik az SF-36
(36-item short form health survey) és a FACIT (Functional Assessment of Chronic llIness
Therapy) validalt kérddivek kitdltését (169, 170). Az SF-36 kérddiv a mentalis és a testi jolét
szamos indikatorat vizsgalja, melynek segitségével a tarsadalmi funkciok, viselkedés,
kozérzet, életkedv, stressz és vitalitas szamos paramétere rogzithetd. A FACIT faradtsag skala
egy rovidebb, 13 kérdésbol all6 eszkéz, mely az elmult hét soran a kiilonbozd napi
tevékenységek soran megnyilvanul6 faradtsag mértékét szamszerisiti.

3.1.3.5. Statisztikai modszerek

A harom betegségcsoport kozotti atlagos OD  értékek kozotti kiillonbség statisztikai
szignifikancidjat variancia-analizissel vizsgaltuk, az egyes csoportokat Bonferroni-féle
korrekcioval analizéltuk. Az autoantitest-pozitivitast mutatd betegek aranyait chi® teszttel
hasonlitottuk 0ssze a kontrollok és az egyes betegcsoportok kozott. A sicca tiinetekkel
jelentkez6 vagy azt nem mutatdé RA-s és SLE-s betegek kozott - attol fliggéen, hogy
folyamatos vagy kategorikus valtozorol volt-e sz6 — t-probaval vagy Fisher exact tesztttel
hasonlitottuk 0ssze a demografiai, klinikai és immunszeroldgiai paramétereket, valamint az
anti-m3AChR antitest-titereket és az SF-36 és FACIT skala eredményeit.

3.2. A klinikai képet alakité pathogenetikai eltérések vizsgalata SLE-ben

Ebben a fejezetben azon kisérleteinket gytijtottem 6ssze, melyek az SLE pathogenesisének és
a klinikai tlinetek kialakuldsanak biologiai alapjait kutattdk. A nagyrészt transzlacios jellegii
kutatasok SLE-s betegek aktivalt T-sejtjeinek kiilonbozd paramétereit vizsgaltak, a klinikai
képpel Osszevetve. Ehhez kapcsolodva a vizsgalt folyamatok élettani alapjainak human és
allatkisérletes mintdk segitségével végzett modellezését, masrészt — klinikai felmérés
keretében — a mar gyakorlatban hasznalt immundetektaldsi metodikak (antifoszfolipid

.....

3.2.1. A galektin-1 szerepe az SLE-ben észlelheté T-sejt dysfunctio kialakitasdban

A Gal-1 szamos olyan sejtfolyamatot befolyasol, aminek SLE-ben is fontos szerepet
tulajdonitanak, mint pl. T-sejt differenciacido vagy apoptosis-regulacio, és tobb autoimmun
betegség allatmodelljében felmeriilt mar szerepe, de SLE-ben még nem vizsgaltak. Ezért célul
tlztilk ki expresszidjanak és sejtszintli hatdsainak vizsgalatdit SLE-s betegek aktivalt T-
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lymphocytéin, valamint egérbdl, Jurkat T-sejtvonalbdl €s egészséges személyekbdl szarmazo
sejtek felhasznalasaval.

3.2.1.1. Betegek

Feln6tt, aktiv SLE-s betegeket vizsgaltunk. Feltétel volt, hogy megfeleljenek az Amerikai
Reumatologiai Kollégium 1997-ben modositott kritérium-rendszerének (167). Az aktivitas
feltétele az volt, hogy az SLE Disease Activity Index-2000 (SLEDAI-2K) index legalabb 6
legyen. A betegek lehettek frissen diagnosztizalt esetek, vagy mar diagnosztizalt betegek,
akiknél relapszus Iépett fel. A méréseket megismételtiik inaktiv betegség-stddiumban
(SLEDAI-2K<6), miutan immunszuppressziv kezeléssel a betegség nyugalomba Kkeriilt.
Fert6zés, tumor vagy tarsuld egyéb szisztémas autoimmun betegség kizardsi ok volt. A
masodik vérvétel idején feltétel volt, hogy 20 mg-nél kisebb adag prednisolonnak megfeleld
corticosteroid kezelést kapjanak, és az egyéb fenntarté immunszuppressziv kezelés adagja is
stabil legyen a megel6z6 két honap sordan. Korban és nemben illesztett egészséges
személyeket hasznaltunk kontrollként.

3.2.1.2. Periférias vér mononuclearis sejtek (PBMC) szepardldsa és aktivalasa

Ficoll (GE Healthcare) gradiens centrifugalassal izolaltunk periférids mononuclearis sejteket
(PBMC) a vizsgalati alanyok vérébol. Egyes méréseket nyugalmi allapotban is elvégeztiink,
mig a sejtek masik részét 5 pg/ml phytohaemagglutinin-M-mel (PHA-M) vagy 1 pg/ml PHA-
L-lel stimulaltuk (SigmaAldrich) 72 o6rdn at, 37°C-on100 IU penicillinnel, 100 pg/ml
streptomycinnel, 2mM L-glutaminnal és 10% foetalis borjuszérummal (FCS) kiegészitett
RPMI-1640 médiumban (Gibco).

3.2.1.3. Apoptosis teszt

Mint emlitettem, a Gal-1 aktivalt T-sejtekre kifejtett apoptotikus hatasat nem szolubilis
formaban, hanem az indukal6 (effektor) sejtek felszinén expresszalodva, sejt-sejt kontaktus
révén fejti ki, igy vizsgalatara kokultirds kisérleteket végeztink. A Gal-1 indukalt
apoptozishoz effektor sejtként HeLa humén cervix adenocarcinoma sejteket alkalmaztunk,
melyeket Gal-1 complementer DNS-sel transzfektaltunk a korabban leirtak szerint (HeLa®)
(71). Kontrollként mock transzfektalt (HeLa™*) sejtvonalat hasznaltunk. A HeLa humén
cervix adenocardinoma sejtvonalat 37°C.hdmérsékleten 5% CO2 mellett tenyésztettik MEM
(Gibco, Invitrogen) médiumban100 IU/ml penicillinnel 100 ug/ml streptomycinnel, 2 mM L-
glutaminnal és 10% FCS-sel kiegészitve. Az effektor (HeLa) sejteket 5x10° sejt/minta
mennyiségben 12 mm atmérdjii iiveg feddlemezre dltettiik ki 24-luyka lemezben. A
célsejteket (PHA-aktivalt T-sejtek 2x10° sejt/minta) Hoechst 33342 (100 ng/ml, 30 min, 37
°C) festékkel jeloltiik, és 400 pL médiumban a kitapadt HeLa sejtekhez adtuk és 16 oraig
tartottuk Oket kokultaraban. Utana a sejteket 4% paraformaldehiddel fixaltuk szobahén 4
percig, majd 1:20 higitasban AlexaFluor488 fluoreszcens festékkel konjugalt Annexin V
(Invitrogen) fehérjével jeloltik 30 percig szobahOmérsékleten sotétben a gyarto altal
meghatarozott kalciumos koté pufferben, majd a kokultiras korlemezeket Fluoromount-G
(Southern Biotech) segitségével targylemezre rogzitettik. A mintakat Axioskop 2Mot
fluoreszcens mikroszkop (Carl Zeiss) alatt (20x nagyitasi objektiv) AxioCam kamerdval
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fényképeken rogzitettiik, és AxioVision 3.1 szoftverrel analizaltuk. A kontrasztot a konnyebb
analizalhatosag érdekében Adobe Photoshop CS4 Extended programmal fokoztuk. Az
apoptotikus sejtek ardnyat (relativ apoptosis arany — RAR) mintanként legalabb 100 sejt
leszamolasaval hataroztuk meg, a kovetkezd képlet segitségével: % Annexin V-pozitiv
sejtarany a HeLa®! kokultiraban/Annexin V-pozitiv sejtarany a HeLa™ kokultiraban
(172).

3.2.1.4. Kvantitativ valos idejii reverz-transzkriptdz polimeraz lancreakcio (RT-QPCR)

A MIQE iranyelveit kdvetve (172) végeztiik el az RT-qPCR vizsgalatokat. A PBMC-t (1-
3x10° sejt) 1ug/ml PHA-L-lel aktivaltuk 72 6ran 4t, majd mosas (kétszer PBS-sel) utan az
0ssz-RNS-t Nucleospin RNA II izolal¢ kit hasznalataval (Macherey-Nagel) vontuk ki a gyarto
eloirdsainak megfeleléen. Complementer DNS (cDNS) reverz transzkripcidjahoz
reakcionként 2 ug RNS-bdl indultunk ki, és 50 pmol oligo(dT1g) 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) hasznaltunk. A reakciét 60 percig 42 °C-on
végeztilk, amit 10 perces 70°C-os hdinaktivalas kovetett. Az RT-qPCR-t AccuPower 2X
Greenstar qPCR Master Mix (Bioneer) felhasznalasaval 0.5 puM adott primer koncentracio
mellett a RotoGene3000 késziilékben (Corbett Life Science, Qiagen) végeztiikk a kovetkezd
programbeallitassal: 10 perc 95 °C-os aktivalas utan 95 °C-on 15 mp majd 60 °C-on 45 mp
inkubacio  ciklikus  ismétlddése az  amplifikdlashoz. A  relativ  génexpresszid
meghatarozashozaz endogén RPL27 expresszidjat hasznaltuk, és kiiszobérték (threshold
cycle, Ct) hasznalataval a relativ mRNS mennyiségeket (R) a kovetkezd képlet segitségével
szamoltuk ki: R = 2CtRPL2D-Clleals™) = A folhasznalt primer szekvencidkat az 1. Tabldzat
mutatja.

RPL27 LGALS1

forward | 5>-CGCAAAGCTGTCATCGTG-3 | 5>-GTCACTTTGCGGGGGTAG-3’

reverse | 5’-CGCCAGCAACCTGAATCT-3* | 5’-CAGGTTCAGCACGAAGCTCT-3".

1. Tablazat. A Galectin-1 gén (LGALS) valamint a kontrollként hasznalt RPL27
expressziojanak méréséhez hasznalt primerek szekvencidai

3.2.1.5. Jurkat sejtek

Jurkat sejteket (human T-lymphocytas leukaemia eredetti T-sejtvonal) a Gal-1 cDNS-t
hordozo retroviralis pLXSN vektorral transzfektaltuk, e sejtvonalat a tovabbiakban J Galként
jeloljiik. Kontrollként tires vektorral transzfektalt Jurkat sejteket haszndltunk, melynek jele
Jmock A Gal-1 expresszidjat Western blotting modszerrel ellendriztiik a J% és J™ sejtekben.
A Jurkat sejteket 37°C hémérsékleten 5% CO2 mellett tartottuk 100 IU/ml penicillint, 100
ug/ml streptomycint, 2 mM L-glutamint és 5% FCS-t (Gibco, Invitrogen) tartalmazé6 RPMI
1640 (Gibco, Invitrogen) médiumban.
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3.2.1.6. Egér T-sejtek

A Gal-1-indukalt apoptdzis mechanizmusainak jobb megértése érdekében végzett
kisérleteinkhez egér eredetli T-sejteket hasznaltunk fel, melyeket C57BL/6 egér vad tipusu és
Gal-1 génkiiitott torzseinek (B6.Cg-LgalsitmlRob/J, 006337, Jackson Laboratory)
nyirokcsomoibol szeparaltunk. A nyirokcsomokat RPMI tapoldatban szétnyomkodtuk, majd
az 1igy nyert homogén sejt-Szuszpenzidt kétszer mostuk PBS-sel és centrifugélassal
iilepitettiik. Ezt kovetden a sejteket 10% FCS-t és 5S0uM B-mercaptoethanolt tartalmazé RPMI
médiumban vettlik fel, és 7,5ug/ml Concanavalin A-val (Sigma-Aldrich) aktivaltuk 6ket 72
oréan keresztiil.

3.2.1.7. Western blot analizis

A sejteket lizis pufferben (10 mM Tris pH 7.5, 1%Triton X-100, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 1 mM PMSF) lizaltuk (2 x 107 sejt/mL puffer). A lizatumot 12%-0s SDS-poliakrilamid
gélen Page RulerTM elére festett fehérje molekulasuly marker mellett (Fermentas) futtattuk,
majd az elvalasztott fehérjéket elektromos arammal (20V fesziiltséggel, 16 oran at és 4°C-on)
nitrocellul6z membranra (Whatman® Protran®) transzferaltuk. A membrant 1 6ran keresztiil
3% zselatint (Sigma-Aldrich) és 0,05% Tween® 20-at tartalmazo (Sigma-Aldrich) Tris
pufferelt sooldatban (TBST) szobahdn telitettiik. A membran szabad kotohelyeinek telitése
utan 4°C-on 1-1 oran keresztiill a laborunkban eldallitott 2500x higitott nyal anti-Gal-1
ellenanyaggal (71), majd 3x TBST mosas utdn 3000x higitott HRP-konjugalt anti-nyul
immunoglobulinnal (Dako) inkubaltuk a membrant. Felviteli kontrollként 10000x higitott
nyul anti-B-aktin ellenanyagot hasznaltunk (Abcam). Az immunreaktiv fehérjéket
kemilumineszcens AmershamTM ECL Prime reagenssel (GE Healthcare Life Sciences)
hivtuk eld, és CCD Chemi 410 kameraval felszerelt EC3 Imaging System munkadllomas
segitségével készitettiink rola felvételt (Ultra-Violet Products). A felvételen a savok denzitasat
VisionWorks®LS Image Acquisition and Analysis szoftverrel (Ultra-Violet Products)
analizéltuk.

3.2.1.8. A Gal-! kimutatisa Jurkat sejtekben indirekt immunfluoreszcens és dramldsi
citofluorimetria modszerrel

A Jurkat sejteket 1% FCS-t és 0,1% NaNs-t tartalmazo hideg PBS-ben (aramlasi
citofluorimetria /FACS/-puffer) szuszpendaltuk. A Gal-1 kimutatasara laboratoriumunkban
kifejlesztett egér anti-human Gal-1 monoklonalis antitestet (2C1/6) (71) alkalmaztunk. A
szekretalt (sejtfelszini) Gal-1 kimutatdsdhoz nem-permeabilizlt sejteket hasznaltunk. Az
intracellularis Gal-1 kimutatisa érdekében a sejtmembrant az antitest hozzaadasa elétt 0,1%
Triton-X 100-at tartalmazd6 FACS-puffer hozzaadasaval permeabilizaltuk és 4%
paraformaldehiddel fixaltuk. Mindkét esetben az els6dleges antitesttel 45 percig jégen
inkubaltuk a sejtket, majd kétszeri mosast kdvetden a mintakat masodlagos antitesttel
(NorthernLights557 - R&D Systems - festékkel jelzett szamar anti-egér IgG antitest) jeloltiik.
A mintakat ezutan mikroszkopos targylemezre vittiik fel Fluoromount-G (Southern Biotech)
¢és egy uveg kor alaku feddlemez segitségével, és konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal
(Olympus FV 1000) vizsgaltuk. Az aramlasi citofluorimetria mérésekhez a permeabilizalatlan
és permeabilizalt J° sejteket egér monoklonalis biotinillt anti-huméan Gal-1 ellenanyaggal
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(2C1/6) ¢és kecske anti-egér Atto488-al (Sigma-Aldrich) konjugalt IgG-vel jeloltik és
FACSCalibur dramlési citométerrel mértiik fluoreszcencidjukat, CellQuest (BectonDickinson)
szoftver segitségével.

3.2.1.9. Az exogén Gal-1 hatasa az Lck enzim lokalizaciojara: immuncitokémia vizsgalatok

A PBMC-bdl izolalt huméan T-sejteket és a Jurkat T-sejteket kiilonbozo ideig (15 perctdl 3
oraig) tenyésztettik egyiitt a Hela effektor tumorsejtekkel, majd a ko-kultarat 4%
paraformaldehiddel fixaltuk 4 percig szobahdn, ezutdin PBS-sel mostuk, és a feddlemezeket
FACS pufferrel telitettiik 1 oran at. A fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-konjugalt egér anti-
Lck monoklonalis antitestet (melyet sajat laboratoriumunkban allitottunk el6 /173/) 75 pg/ml
L-(a)-lysophosphatidylcholin (SigmaAldrich) permeabilizalot tartalmazé FACS pufferben
oldva adtuk hozzéd a sejtekhez. Egy orés, jégen torténd inkubalast kovetden anti-egér IgG-
NorthernLights-557 (R&D Systems) festékkel jelzett masodlagos antitesttel jeloltiik a mintat.
A sejt-sejt kontaktust Rhodamin-Phalloidinnel (Invitrogen) konjugalt F-aktinnal tettiik
lathatova. A Fluoromount-G-vel targylemezre rogzitett mintakat végiil a 3.2.1.8. alfejezetben
jelolt moédon vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkoppal 40x nagyitasti objektivvel, vagy lézer
pasztazo konfokalis mikroszkdppal (Olymmpus FV 1000), 60x nagyitast objektivvel és zoom
funkcioval. Az értékeléshez sziikséges fotokat a mintdk 10, random modon kivalasztott,
egymassal nem atfedo régiojarol készitettiik, és meghataroztuk az Lck lokalizacidjat aszerint,
hogy a sejt-sejt kontaktus helyszinén (F-aktinnal atfedésben) vagy a sejt ellenkez6 oldalan
(szekvesztralodva) helyezkedik-e el. Ezt a kovetkezd egyenlet alkalmazésaval
szamszerisitettilk: szekvesztralodott Lck-t tartalmazd sejtek szazalékos aranya =
szekvesztralodott Lck-t mutatd T-sejtek szdma a kivalasztott latoterekben / az 0Osszes,
tumorsejttel kontaktusban levd T-sejtek szdma ugyanezen teriileten x 100. A Gal-1 hatasat
gy vizsgaltuk, hogy a HeLa®®" tumorsejttel kapott szazalékos értékbél kivontuk a HeLa™*
ko-kulturaban kapott szazalékos értékeket.

3.2.1.10. Statisztikai modszerek

A vizsgalt Osszes paraméter normal eloszlastinak bizonyult. A betegcsoportok (aktiv
és inaktiv SLE) és a kontrollcsoport RAR és mRNS expresszid értékeit varianciaanalizissel
hasonlitottuk Gssze, az egyes csoportok kozotti kiilonbségeket pedig Bonferroni post hoc
analizissel. Az emlitett laboratoriumi kisérleti eredmények és a betegek klinikai adatai,
valamint betegség-aktivitasi paraméterei kozotti korrelaciot Pearson-féle korrelacios teszttel,
illetve, tobbszoros Osszehasonlitdsok esetén, linearis regresszioval vizsgaltuk.

3.2.2. Sejtfelszini glikozilacios mintdzat és a lektinkotdodés kovetkezményes eltérései T-sejteken
SLE-ben

A Gal-1 hatasainak vizsgalatanal figyelembe kell venni ligandjainak, a T-sejtek felszinén
elhelyezked6 glikoproteinek szénhidrat oldallancainak Osszetételét is. A sejtfelszini
glikozilaciés mintazatnak jelentés diagnosztikai és prognosztikai szerepe van tumorsejtek
esetében, de immunsejteken nagyon kevés ilyen vizsgalat tortént, SLE-ben pedig egyaltalan
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nincsenek adatok. Ezért célul tiiztiikk ki a sejtfelszini glikozildcids mintazat, és ezen beliil a
Gal-1 kotésének vizsgalatat SLE-s aktivalt T-sejteken.

3.2.2.1. Betegek

A sejtfelszini glikozilacios vizsgalatokhoz egyszer tortént vérvétel. A bevalogatési
kritériumok megegyeztek az el6zo alfejezetben emlitett, aktiv betegség idején alkalmazott
kritériumokkal. A bevont betegek szamat, demografiai és betegség-aktivitasi adatait a 2.
Tablazat mutatja be. Megjegyzem, hogy nem minden beteg mintait hasznaltuk fel minden
egyes kisérletnél, igy az aktudlis esetszamot minden kisérlet kapcsan az eredmények
fejezetben kiilon feltiintetjiik. Az egészséges kontrollokban semmilyen gyulladésos tiinet vagy
laboratoriumi eltérés nem volt.

Csoport és esetszam Eletkor No/férfi Betegség-aktivitasi
paraméter
SLE (n=18) 42 [23-54/ 17/1
SLEDAI-2K 14 /6-30/
anti-dsDNS (1U/mL) 88 /2-220/
Kontroll (n=19) 54 /31-75/ 17/2

2. Tablazat. A sejtfelszini glikozildacios vizsgdlatokban részt vevo betegek és kontrollok
demogrdfiai adatai és betegség-aktivitasi jellemzdi

A szamok atlagertékeket jelolnek, zarojelben a minimum és maximum talalhato. SLEDAI-2K:
SLE Disease Activity-Index-2000, anti-dsDNS: kettés szalu DNS elleni antitest

3.2.2.2. Lektinkoteési assay

A nyugvo vagy aktivalt T-sejteket 30 percen at 4°C-on eFluor 660 fixalhato viabilitasi
festékkel festettiik (eBioscience), majd 4% paraformaldahiddel fixaltuk szobahémérsékleten 4
percen keresztiil. Ezt kdvetden fluoreszceinnel jeldlt novényi eredeti lektinekkel (Vector
Laboratories) inkubaltuk a sejteket 4°C-on 20 percig. A 3. Tdbldzat mutatja be az egyes
lektineket és azok szénhidrat-specificitdsat, amit korabban mar azl. Abrdn is bemutattunk. A
Gal-1 kotés vizsgalatahoz a sejtek felszinére jeloletlen Gal-1-et (5 pg/mL) kotottiink 4°C-on
20 percig, a kotédést biotinilalt egér anti-Gal-1 monoklonalis antitesttel (2C1/6) (71) torténd
reakcidval mutattuk ki. Ennek soran az antitesttel 4°C-on 45 percen at inkubaltuk a mintakat,
majd FITC-jelolt Streptavidint adtunk a sejtekhez, szintén 4°C-on 20 percig inkubalva. A
jelolt sejteket FACSCalibur (BD Biosciences) aramlasi citométerrel analizaltuk. A teljes
PBMC-¢én és az aktivalt T-sejteken beliill a CD3+ sejteket vizsgaltuk, melyeket anti-CD3
ellenanyaggal jeldltiink ki (PE/Cy5-konjugalt anti-huméan CD3 antitest — BioLegend).
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Lektinek Rovidités  Specificitds Hivat-
kozas
Concanavalin A ConA Mannoz, gliikoz (alacsony affinitas) (127)
Lens culinaris Agglutinin LCA core-fukozilalt bi-antennaris N-glikan (174)
Wheat Germ Agglutinin WGA GlcNAc, szialsav (175)
Phaseolus Vqlgarls PHA-L B—1,6.—e,1agazo tri- és tetra-antennaris (176)
Leucoagglutinin N-glikanok
Sambucus nigra Agglutinin SNA a-2,6-kapcsolt szialsav a77)
. (51,
Galektin-1 Gal-1 LACNAC
178)
Enzim-csaladok Gének Teljes gén-név
roviditése
Mannozidaz MAN1AL Mannozidaz Alfa 1A Osztaly 1. tag
MAN1A2 Mannozidaz Alfa 1A Osztaly 2. tag
MAN2AL Mannozidaz Alfa 2A Osztaly 1. tag
MAN2A2 Mannozidaz Alfa 2A Osztaly 2. tag
Acetylgliikozaminil-transzferaz ~ MGAT1 Mannozil (Alfa-1,3-)-Glikoprotein Béta-1,2-
N-Acetylgliikozaminil-transzferaz
MGAT4A Mannozil (Alfa-1,3-)-Glikoprotein Béta-1,4-
N-Acetylgliikozaminil-transzferaz Isozyme A
MGAT4B Mannozil (Alfa-1,3-)-Glikoprotein Béta-1,4-
N-Acetylgliikozaminil-transzferaz Isozyme B
MGAT5 Mannozil (Alfa-1,6-)-Glikoprotein Béta-1,6-
N-Acetyl-Gliikézaminyl-transzferaz
- , ST3GAL3 ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-
Szialil-transzferaz
transzferaz 3
ST3GAL4 ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-
transzferaz 4
ST3GALS6 ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-
transzferaz 6
ST6GAL1 ST6 Béta-Galaktozamid  Alfa-2,6-Szialil-
transzferaz 1
Neuraminidaz NEU1 Neuraminidaz 1

3. Tablazat. A részleteket lasd a kovetkezo oldalon
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3. Tablazat. A lektinkotési assay soran haszndlt lektinek, roviditésiik és szénhidratkotési
specificitisuk (felsé panel), valamint az dsszetett szénhidrdt-strukturdak kialakitasaban részt
vevd glikozildacios enzimek és azok génjeinek roviditése (also panel)

GIcNAC: N-acetyl-gliikozamin, LAcNAc: N-acetyl-laktézamin

3.2.2.3. Neuraminidaz kezeles

Annak eldontésére, hogy a Gal-1 sejtfelszini kotddését befolyasolja-e a sejtek szidlsav-
tartalma (szializaltsaga), a szialsavat lehasitdo neuraminidazzal kezeltiik az aktivalt T-sejteket,
majd megismételtiik az el6z6 pontban emlitett Gal-1 kotédési méréseket. A neuraminidaz
kezelést 2x10° aktivalt T-sejtet tartalmazd mintakon végeztik, melyeket 02-3,6,8
neuraminidazzal (a2-3,6,8 Neu) (New England BioLabs) inkubaltunk 15 percen 4t 37°C-on.

3.2.2.4. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (RT-q-PCR)

A gének nevei a 3. Tablazatban szerepelnek. A vizsgalat f6 1épései hasonloak a 3-2.
alfejezetben irtakhoz, az eltérések a kovetkezdk: az aktivalt T-sejtekbdl PerfectPure RNA
Cultured Cell kit (5 PRIME) segitségével izolaltuk a teljes RNS-t. A komplementer DNS
szintézis€¢hez 1.66 uM oligo(dT18)-t és 10 U RiboLock RNase Inhibitort hasznaltunk. Az
RPL27-re normalizalt log2-transzformalt relativ mRNS expresszios értékeket a ACt = Ctgpy 27~
Ctcor képlet alkalmazasaval kaptuk meg. Az mRNS expresszios aranyt a ACt x gen — ACt yoen
képlet segitségével szamoltuk ki. A primer szekvencidkat vagy korabbi publikaciokbol (179-
182) vettiik at, vagy a Universal Probe Library Assay Design program (Roche) segitségével
terveziik meg (4. Tablazat).
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RPL27:

5’-CGCAAAGCTGTCATCGTG-3’

5’-GTCACTTTGCGGGGGTAG-3’

Galektin-1 (LGALSL):

5’-CGCCAGCAACCTGAATCT-3’

5’-CAGGTTCAGCACGAAGCTCT-3".

Mannozidaz Alfa 1A Osztaly 1. tag (MAN1AI):

5’-TTGGGCATTGCTGAATATGA-3’

5’-CAGAATACTGCTGCCTCCAGA-3’

Mannoziddz Alfa 1A Osztaly 2. tag (MAN1A2):

5’-GGAGGCCTACTTGCAGCATA-3’

5’-GAGTTTCTCAGCCAATTGCAC-3’

Mannoziddz Alfa 2A Osztaly 1. tag (MAN2A1):

5’-CCTGGAAATGTCCAAAGCA-3’

5’-GCGGAAATCATCTCCTAGTGG-3’

Mannozidaz Alfa 2A Osztaly 2. tag (MAN2A2):

5’-TCCACCTGCTCAACCTACG-3’

5’-TGTAAGATGAGTGCGGTCTCC-3’

Mannozil (0-1,3-)-Glikoprotein B-1,2-N- | 5>-CGGAGCAGGCCAAGTTC-3’
Acetylgliikozaminil-transzferaz (MGAT1):

5’-CCTTGCCCGCAGTCCTA-3’
Mannozil (0-1,3-)-Glikoprotein B-1,4-N- | 5>-CATAGCGGCAACCAAGAAC-3’

Acetylgliikozaminil-transzferaz A (MGAT4A):

5’-TGCTTATTTCCAAACCTTCACTC-3’

Mannozil (a-1,3-)-Glikoprotein B-1,4-N-
Acetylgliikozaminil-transzferaz B (MGAT4B):

5’-CACTCTGCACTCGCTCATCT-3’

5’-CACTGCCGAAGTGTACTGTGA-3’

Mannozil (0-1,6-)-Glikoprotein
Acetylgliikozaminil-transzferaz (MGATS):

B-1,6-N-

5 GCTCATCTGCGAGCCTTCT-3’

5’-TTGGCAGGTCACCTTGTACTT-3’

Béta-1,4-Galaktoziltranszferaz 1 (B4GALTI):

5’-CTAGCAACTTGACCTCGGT-3’

5’-CATTTGGGTTCTGCTTTGCC-3”

Béta-1,4-Galaktoziltranszferaz 3

(B4GALT3):

5’-GAGGATGACGACATTGCTACC-3’

5’-TCGGTGCTTCACCATCTTATAG-3’

ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-transzferdz 3
(ST3GAL3):

5’-TATGCTTCAGCCTTGATG -3’

5’-TTGGTGACTGACAAGATGG -3’

ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-transzferaz 4
(ST3GAL4):

5’-ATGTTGGCTCTGGTCCTG-3’

5’-AGGAAGATGGGCTGATCC-3’

ST3 Béta-Galaktozid Alfa-2,3-Szialil-transzferdz 6
(ST3GALS):

5’-TCTATTGGGTGGCACCTGTGGAAA-3’

5’-TGATGAAACCTCAGCAGAGAGGCA-3’

ST6 Béta-Galaktozamid Alfa-2,6-Szialil-transzferaz
1 (ST6GALL):

5’-TGGGACCCATCTGTATACCACT-3’

5’-ATTGGGGTGCAGCTTACGAT-3’

Neuraminidaz 1(NEU1):

5’- CCTGGATATTGGCACTGAA -3°

5’- CATCGCTGAGGAGACAGAAG -3’

4. Tablazat. A részleteket lasd a kovetkezo oldalon
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4. Tablazat. A glikozilacios enzimek expressziojat vigsgdalo RT-QPCR kisérleteknél

alkalmazott primer szekvencidk.

Mindegyik enzimnél az elsé a forward, a masodik a reverz szekvencia

3.2.2.5. Statisztikai analizis

A betegek ¢és a kontrollok adatait kétmintas, parositatlan t-probaval hasonlitottuk Ossze,
kivéve a neuraminidaz-gatlasos kisérletet, ahol ugyanazon minta mérési eredményeit
parositott t-probaval analizaltuk.

3.2.3. A TMEM203 szerepének vizsgalata SLE-ben

Az SLE-ben észlelt T-sejt diszfunkciot vizsgdld kutatdsainkban egy masik szabalyozo
folyamat, a TMEM203 proinflammatorikus molekula expresszidjanak vizsgalatat is célul
tliztiik ki, abbol kiindulva, hogy felmeriilt a molekula kapcsolata a TLR4-STING-I. tipust
IFN reakciouttal.

3.2.3.1. Betegek

Ebbe a vizsgalatba is aktiv, feln6tt (18-80 éves kor) SLE-s betegek keriiltek bevonasra. A
betegség legalabb egy szervrendszerben aktivitdsi jeleket mutatott, bevalasztasi €s kizarasi
kritériumok egyebekben megegyeztek a 3.2.1.1. alfejezetben ismertetett feltételekkel. Egy
alkalommal, aktiv betegség iddszakéaban tortént a vérvétel.

3.2.3.2. Kvantitativ real-time PCR vizsgalat

A korabban leirtak szerint a betegek periférias vérébdl izolalt PBMC-t aktivaltuk, majd teljes
RNS-t vontunk ki a sejtekbdl, és RT-qPCR mddszerrel vizsgaltuk a TMEM203, a STING,
valamint egy jol ismert, IRF-3-t indukal6 antiviralis adapter protein, a Mitochondrial antiviral
signaling protein (MAVS) mRNS mennyiségét. A felhasznalt primerek a kdvetkezok voltak:
STING: Hs01060665_gl1, TMEM203: Hs01057884 _s1; MAVS: Hs00736955 gl. A
laboratériumi eljarasok egyebekben megegyeztek a 3.2.1.2. és 3.2.1.4. pontokban irtakkal. A
relativ génexpressziot a béta-aktin mRNS expresszios szintjéhez viszonyitva adtuk meg. A
TMEM203 relativ mRNS-expresszids értékek és a betegség-aktivitadsi paraméterek kozotti
korrelaciot Spearman-féle rangkorrelacios teszt segitségével analizaltuk.

3.2.4. Antifoszfolipid antitestek szerepe az SLE nem-thromboembolids mechanizmusy szervi
manifesztacioinak kialakulasaban
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Fenti, alap- ill. transzlacios kisérletes munkaink mellett egy klinikai felmérést is bemutatok,
melynek sordn arra voltunk kivancsiak, hogy az APA-k a jol ismert thrombogén
mechanizmusaikon kiviil prediktiv értékkel birnak-e az SLE tovabbi manifesztacidinak
megjelenésére.

Ez a munka egy retrospektiv kohorszvizsgalat volt, melybe a Klinikankon gondozott felnétt
SLE-s betegeket vontuk be valogatas nélkiil, konszekutiv modon. A betegek megfeleltek az
Amerikai Reumatoldgiai Kollégium atdolgozott osztalyozasi kritériumrendszerének (167). A
betegek 91%-a (n= 204) nd volt, atlagéletkoruk a vizsgalat idépontjaban 49 /20-92/ év volt, a
diagnoézis ota eltelt id6 pedig 13 /0-49/ év.

Az APS diagnoézisat a Sydney kritériumok alapjan allitottuk fel (138). Antifoszfolipid antitest
(APA)-pozitivitast akkor regisztraltunk, ha legalabb 12 hét kiilonbséggel, két alkalommal a
lupus anticoagulans (LA), az anti-cardiolipin (anti-CL) vagy az (anti-B2GPI) IgG és/vagy IgM
pozitiv volt.

A felmérés soran harom csoportot hoztunk létre: SLE APA nélkiil, SLE+APA, SLE+APS.
Osszesen 31 SLE, illetve APS manifesztaciot (klinikai tiinet, szervi érintettség, laboratoriumi
eltérés) meértiink fel a betegekben, melyeket az SLE klinikai vizsgalataiban szokasos
nevezéktanok, mint pl. a British Isles Lupus Activity Group (BILAG) vagy a SLEDAI-2K
aktivitasi indexek meghatarozasanal hasznalatos definiciok szerint allapitottunk meg. Kiilon
kiemeltiikk az un. major manifesztaciokat, vagyis vese, kozponti idegrendszer, tiid6 és a sziv
(myocardium ill. billentyiik) érintettségét. A haematoldgiai érintettség soran a kdvetkezd
hatarértékeket alkalmaztuk: SLE altal okozott haemolyticus vagy nem-haemolyticus anaemia
(haematocrit <35%), leukopenia (fehérvérsejtszam < 4.0 G/I), lymphopenia (lymphocytaszam
<1.5 G/l) és thrombocytopenia (thrombocytaszam < 100 G/lI). Természetesen minden
manifesztacio esetén csak a valéban SLE altal okozott eltéréseket vettiik figyelembe.
Rogzitettiik a betegek immunszerologiai profiljat is, mint antinuclearis antitest (ANA), anti-
dsDNS, anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, anti-U1RNP, aCL, anti-B2GPI antitestek és az LA
pozitivitasat, valamint a C3 vagy C4 hypocomplementaemiat. Ezen eltéréseket standard
immunszerologiai mérésekkel (ELISA, LA-érzékeny koagulacios tesztek, nefelometria /C3,
C4lvégezték el Egyetemiink Laboratoriumi Medicina Intézetében. Végiil feljegyeztiik a beteg
altal valaha kapott immunszuppressziv kezelés (corticosteroid, azathioprin, methotrexat,
cyclophosphamid, cyclosporin, chloroquin, B-sejt gatld biologikum) adatait. Az Gsszes
paraméter gyakorisagat chi® probaval hasonlitottuk dssze a hdrom emlitett csoport kozott.

3.3. A biologiai terdpia leépitésének lehetoségei kronikus arthritisekben

A biologiai terapidk hosszl tavu alkalmazasanak indokoltsaga, a kezelések leallitasa vagy
dozisuk csokkentése egy jelenleg is zajlé prospektiv vizsgdlatunk targya. Ennek
megalapozasara, a biologiai kezelés elhagyasa kockazatanak megitélésére elészor egy hazai
multicentrikus vizsgélatot szerveztiink, melyben ,real-life” adatokat kivantunk gyQjteni a
biologiai terapidk elhagyasat kovetd betegség-lefolyasrol.
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Ez a felmérés egy retrospektiv, tobbkozpontos kohorszvizsgalat volt. Hairom arthritis centrum
(Debreceni Egyetem Reumatologiai Tanszék, Békés Megyei Pandy Kalman Korhaz
Reumatologiai Osztaly, Gyula, valamint Klinikank) azon RA-s, AS-s és AP-s betegekeinek
adatait gyljtottiik Ossze, akiknél a bioldgiai terdpia valamilyen okbol tartéosan leallitasra
keriilt, és feldolgoztuk az ezt kdvetd betegség-lefolyas adatait. A betegeket a hatalyos szakmai
iranyelvek ¢és finanszirozasi protokollok alapjan kezeltiik elézetesen anti-TNF vagy — RA
esetén — mas biologikummal, majd a kezelést kiilonb6z6 okok miatt ledllitottuk. A tartos
leallitast ugy definialtuk, hogy az alkalmazott bioldgiai terapiat a beteg legalabb a felmérés
elott egy 1 honapja (rituximab esetén legalabb 7 honapja) mar nem kapta, és kiilonb6z6 okok
miatt az elinditasara jelenleg sem keriilt sor. A vizsgalatba valogatas nélkiil, konszekutivan
vontuk be valamennyi, a kritériumokat teljesito beteget.

A harom Arthritis centrum teljes beteganyagat feldolgozva Osszesen 175 ilyen beteget
azonositottunk. Koziilik 126-an RA (27 beteg szegedi, 51 beteg debreceni és 48 beteg a
gyulai centrumbol), 38-an AS (11 szegedi, 3 debreceni és 24 gyulai), és 11-en AP (1 szegedi,
1 debreceni és 9 gyulai) betegségben szenvedtek. Rogzitettiik a betegek legfontosabb
demografiai adatait és betegség-paramétereit, a megel6z6 bioldgiai és nem-biologiai
kezelések fajtait és hosszat, a diagnozistol a bioldgiai kezelés elinditasaig eltelt idétartamot,
valamint feljegyeztiik a bioldgiai terapia tartos leallitdsanak okat.

Az utankovetési vizsgalatokat a biologiai terapia tartds leallitasat kovetéen tovabbra is
gondozasra jard betegek kozott végeztik.Az RA-s betegek 64,2 %-ban (81 beteg), az AS-s
betegek 44,7 %-ban (17 beteg), mig AP esetében 18,1 %-ban (2 beteg) allt rendelkezésre
utankovetési adat. Mivel az AP-s betegek szdma nagyon alacsony volt, az utankdvetési
adatokat csak RA ¢és AS esetében értékeltiik ki. A betegség-aktivitast RA esetén a DAS28, AS
esetén a BASDALI index segitségével hatdroztuk meg. Az EULAR ajanlasok szerint az
alacsony betegség-aktivitast 3,2 alatti DAS28 esetén, mig magas betegségaktivitast 5,1 feletti
DAS28 esetében definidltuk, illetve BASDALI esetében alacsony betegségaktivitasrol 2,1 alatt
beszéliink, mig magas betegségaktivitasrol 4,0 felett. Relapsust akkor allapitottunk meg, ha a
betegségaktivitds a korabbi alacsony vagy kozepes értékrél magasra valtozott. Remissziorol
pedig akkor beszéltiink, ha a betegségaktivitas alacsony maradt két egymast kovetd vizit
alkalmaval. Meghataroztuk a leallitds utani remisszid hosszat, valamint a relapsusig eltelt
id6tartamot. Az egyes beteg-alcsoportok kozotti statisztikai kiilonbséget kétmintas t-probaval
vagy chi? probaval vizsgaltuk, mig az egyes paraméterek és a folyamatos valtozok
(demografiai adatok, iddtartamok) kozotti Osszefiiggést Pearson-féle korrelacio analizissel
vizsgaltuk.

4. Eredmények

4.1. Sicca tiinetek pathogenesise SS-ben— acetylcholin receptor elleni antitestek potencidlis
szerepe
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4.1.1. Anti-humdn m3AchR antitestek kimutatdsara szolgdlo eljards kidolgozdsa és klinikai

jelentdségének felmérése primer SS-ben

4.1.1.1 Antigeén kivalasztas és ELISA

A szamitogépes predikcios program az m3AchR teljes fehérjébdl a 213-228 aminosavnak
megfeleld szakaszrol allapitotta meg, hogy komplex térbeli struktaraja, hozzaférhetdsége,
hidrofilitasa, ¢és tovabbi jellegzetességei, valamint antigenitdsi tulajdonsagai alapjan
legnagyobb valoszintiséggel a fehérje elsd szdmu, immundomindns antigenikus epitopjat
hordozhatja. A 2. Abra mutatja be az m3AchR213.208 peptidet, melyet az els6 és utolsd két-két
aminosav roviditése alapjan KRSE peptidként jeloltiink.

A KRSE peptid elleni antitestek vizsgalatdhoz, mint emlitettiik, az antigént egyrészt peptid-
kémiai uton eldallitva, onmagéban, szintetikus peptidként, masrészt pedig biotechnoldgiai
Giton, GST-vel flziondlva (GST-KRSE) is eldallitottuk (3. Abra). Amikor a szintetikus
peptidet hasznaltuk fel antigénként az ELISA rendszerben, akkor kaptunk csak jol
reprodukdlhatdé mérési eredményeket, amikor aerob koriilmények kozott, azaz oxidalt
formaban alkalmaztuk a KRSE peptidet, aminek az lehetett az oka, hogy ilyenkor a tobb
cisztein aminosavat tartalmaz6é KRSE peptid dimerizalodik, mig redukal6 kortilmények kozott
a monomer peptid nem mutatott megfeleld immunreakciot. A kétféle forma elektroforetikus
mobilitisat a 3/1. Abrdn mutatjuk be. Az oxidalt forma ellen a szdmitott hatarérték OD érték
feletti (pozitiv) reakciot a 40 SS-s betegbdl 30 széruma adott, mig az egészséges szérumok
egyike sem mutatott pozitivitast (0/40). igy a teszt szenzitivitasa 80%-nak adodott. Az
eredményeket bemutaté scatter plot diagram a 44 Abrdn lathato.
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2. Abra. Az m3AchR fehérje szamitégépes antigén-predikcios analizisének eredményei.

(A) Hélix, redozott lemez és kanyar képzésének potencidlja a Chou-Fasman algoritmus
alapjan, (B) a Hopp és Woods-féle hidrofilicitasi skala, (C) a Janin-féle hozzaférhetéségi
skadla, és (D) a Welling és munkatarsai altal kifejlesztett antigenicitasi skdla. Az eredmények
alapjan meghatarozott, és a képen bekeretezett 213-228 (KRSE) szakaszt hasznaltuk a
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3. Abra. A KRSE peptid, valamint a GST és a GST-KRSE fehérjék gél-elektroforézissel és
Western blotting-gal torténd szepardlasa és azonositisa

Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) és Western blotting
mintak. (I.): A KRSE peptid redukalt (1) és oxidalt (2) formdban. Lathato az oxidalt
(dimerizalt) forma nagyobb molekulatomege.

I1:(A): a GST-KRSE (1. sav) és a GST (2. sav) azonositasa gélen, Coomassie brilliant blue
festéssel. (B) és (C): Ugyanezen két antigén immunreakcioval torténd jelolése Western
blotting modszerrel kétféle primer szérum haszndlatdival: (B): anti-KRSE monospecifikus
antitesttel, és (C): az affinitas-kromatogrdfias oszlopon dtfolyo polyspecifkus szérummal
(1:200).

A GST-KRSE antigénnel végzett antitest-meghatarozas a peptid antigénnél jelentdsen
nagyobb diszkriminativ képességet mutatott az egészséges €s a SS-es szérumok kozott. Amint
a 4/B Abrdn latszik, csaknem az Osszes beteg (39/40) anti-m3AchR-pozitivnak bizonyult
ennél az antigénnél, és az egészségesek korében tovabbra sem adodott pozitiv reakcid (97%-
os szenzitivitas). A pozitivitas aranya szignifikansan magasabb volt a GST-KRSE peptiddel
szemben, mint a KRSE-vel (p=0,0068, 4/C Abra). Hasonloképpen, szignifikans volt az eltérés
abban az Osszehasonlitdsban is, amikor az enyhén, kdzepes mértékben vagy erdsen pozitiv
tartomanyra osztottuk a pSS-s betegek anti-m3AChR autoantitest-eredményeit (4/D Abra). A
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4. Abra. A humdn m3AchR fehérje KRSE epitopja elleni autoantitestek ELISA-
vizsgdlatainak eredményei.

(A) A szintetikus KRSE peptid, (B) a rekombindns fuzios GST-KRSE peptid elleni autoantitest
vizsgalatok soran 492 nm-en mért optikai denzitas (ODA492) értékek scatter plot abradzolasa.
Folyamatos vonal: az egészséges kontrollok mintdinak dtlag + 2SD szamitdsa alapjan kapott
hatarérték; szaggatott vonal: a pSS betegek OD értékeinek medianja.

(C) Az oszlopdiagramok az egyes csoportok immunreakcioinak (OD) dtlag+ SEM értékeit
mutatjak.

(D) A pozitiv reakciot ado szérumok megoszlisa a kétféle antigén esetében, hdarom
nagysagrendi csoportra osztva. Az oszlopok magassaga az adott tartomdnyba eso esetek
szdzalékos aranyat mutatja. SS: n=40, egészséges kontroll: n=40
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KRSE-peptid ELISA mérésekkel az alacsony pozitiv tartomanyban csoportosult az
eredmények tobbsége, mig a GST-KRSE alkalmazasaval a magasan pozitiv tartoményban; a
0,4 feletti OD értéket mutatd erdsen pozitiv eredményt mutatd betegek ardnya szignifikdnsan
magasabb a GST-KRSE (23/40) ELISA mérésekkel, mint a KRSE ELISA-val (12/40;
p=0,021).

4.1.1.2. Inhibicios és immunoblot kisérletek

Az ELISA-val kapott immunreakciok specificitdsdnak ellendrzésére végzett kisérleteink soran
egyrészt magas anti-m3AchR-pozitivitast mutatd szérumok poolozott keverékével el6-
inkubaltuk a KRSE-peptidet, és, amint az az 54 Abrdn latszik, ennek hatdséra a peptid
ELISA-val mért immunreakcié sorban 75%, 60% 70% 71% 68%-kal csokkent.
Osszességében 4atlag 70%-os gatlast (OD-csokkenést) eredményezett az eldinkubécio.
Egészséges kontrollok mintaiban hasonlo6 kiilonbség nem volt megfigyelhetd. Egy kovetkezo
kisérletben, a gatlas koncentracio-fiiggdségét mértiik fel két reprezentativ betegszérum
hasznalataval. A KRSE peptid 0-50 pg/ml tartomanyba esdé kiilonb6z6é koncentracidival
eldinkubalva a szérumokat, maximum 62%-0s, illetve 54%-0s gatlast tudtunk elérni (5B
Abra). Amikor a GST-KRSE peptidet hasznaltuk inhibitorként, két masik szérum esetén,
maximum 49%-os, illetve 44%-os gétlast tapasztaltunk (5C,D Abra). Ezek a gatlasi értékek
szignifikdnsan magasabbak voltak, mint egy irrelevans peptiddel (PGEG) mért értékek
(KRSE: 49% és 36% vs PGEG: 7% és 9%, p<0.0001, ill. p=0.0002).

Western blotting modszerrel végzett méréseink is tamogatjak az SS szérumok KRSE-specikus
kotddését az immundetektdlds sordn. Az affinitds kromatografiaval tisztitott monospecifikus
ellenanyag csak a GST-KRSE-vel reagalt, a GST-vel nem (3/11. Abra B panel).
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5. Abra. A részleteket lisd a kivetkezd oldalon
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5. Abra. Az immunreakcié specifitisinak ellenérzése KRSE- és a GST-KRSE inhibicids
kisérletekkel.

A: 5 reprezentativ SS-eS szérum (1:50 higitas) reakcioja ELISA soran 500 ug/ml KRSE
szintetikus peptiddel torténo elo-inkubacio nélkiil (fekete oszlopok) vagy azt kovetoen (fehér
oszlopok). A gatlas szazalékos mértéke is lathato az oszlopok felett.

B: A4 gatlas koncentraciofiiggését bemutato grafikon. Az 1. és 2. szamu szérumminta 1:200
higitasat KRSE-vel, valamint egy irrelevans PGEG peptiddel elo-inkubaltuk, majd higitasi
sort keszitve (50-0 ug/ml, kétszeres sorozathigitisokkal) a szérumok reakciojat vizsgaltuk
ELISA-val a KRSE peptid antigénnel szemben.

C és D: Inhibicios kisérlet a GST-KRSE peptiddel, a 3. és 5. szamu szérumminta
felhasznalasaval, egyebekben az elozo pontban leirt inhibicios kisérlettel megegyezo
eljarassal.

4.1.1.3. Az anti-m3AChR antitestek klinikai jelentdségének felmérése

Az m3AchR213.228 peptid segitségével igazoltuk, hogy az m3AChR fehérje autoantigénként
valt ki immuvalaszt SS-s betegekben, a kovetkezé méréssorozatban nagyobb esetszamon,
tobb betegcsoport bevonasdval mértiik fel az autoantitest-pozitivitds klinikai 6sszefiiggéseit,
potencialis differencidl-diagnosztikai jelentdségét.

Ennek sordn a 73 vizsgalt pSS-s betegbdl 66-an (90%) bizonyultak anti-m3AChR?32%
antitest- pozitivnak. Vizsgalataink fontos eleme, hogy meghatarozzuk, specifikus pSS
markernek tekintheté-e az anti-m3AchR2;13.008 antitest-pozitivitas. Ezért a pSS mellett 5 mas
(RA, SLE, sSS, SSsusp és egészséges kontroll) betegcsoport szérumait is alkalmaztuk az
ELISA tesztekben. Az &sszehasonlitd csoportokat tekintve elmondhato, hogy mindegyikben
szignifikansan alacsonyabb volt mind az anti-m3AchR2;13.208 antitest-pozitivitas gyakorisaga,
mind az antitestek mennyiségét jellemzo atlagos OD érték. Az értékeket az 5. Tablazatban
mutatjuk be, mig az egyedi mérések eredményeit a 6. Abra részletezi. Ezek alapjan az anti-
m3AchR-pozitivitas 90%-os szenzitivitassal tamasztja ala pSS diagnozisat. Az egyes
csoportoktol pedig az 5. Tablazatban felsorolt specificitassal kiiloniti el vizsgalatunk a pSS-s
betegeket. Lathato, hogy az egyéb szisztémas autoimmun betegséggel vagy a pSS lehetdségét
felvetd klinikai képpel rendelkez6 betegektdl 50-71%-os specificitassal tudtuk méréseinkkel
elkiiléniteni a pSS-s betegeket, mig az egészséges kontrollokkal szemben a specificitds 100
%-nak adodott. Tovabbi szamitasok azt jelzik, hogy amennyiben az anti-m3AchR213.208
antitest-meghatarozasunk a hatarérték alatti, negativ eredményt ad, akkor a pSS lehetdsége
0,13-0,19-szeresre csokken, attol fliggden, hogy milyen betegcsoporttdl szeretnénk
megkiilonboztetni, mig ha az eredmény pozitiv, a pSS fennallasanak valoszinlisége 1,81—
3,16-szorosra emelkedik (5. Tablazat).
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arany Vs pSS

pSS RA SLE sSS SSsusp  egészséges
(n=73) (n=40) (n=19) (n=14) (n=22) (n=40)
Anti-m3AChR213.228 0.461 0.217*  0.164*  0.143*  0.250* 0.121"
atlagos ODyg; érték
Anti-m3AChR213.208 66(90) 14357 6327 4297 1150+ 07
pozitivitas (%)
Specificitas vs pSS 65% 68% 71% 50% 100%
Pozitiv valoszinliségi 2.58 2.86 3.16 181 n.a.
arany Vs pSS
Negativ valdsziniiségi 0.15 0.14 0.13 0.19 0.096

5. Tablazat. Anti-m3AChR213.228 — pozitivitdas pSS-ben és az ét dsszehasonlito csoportban,

valamint az antitest-meghatarozdsok elkiilonitd értéke az egyes csoportok kiozott.

n.a.: nem alkalmazhaté, "p<0.01, Yp<0.0001
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6. Abra. Az anti-m3AchR?**® yntitestmérések eredményei azg egyes vizsgalt csoportokban.

A pontok az ELISA vizsgalat soran kapott optikai denzitas (OD492) értékeket jelzik. A
hatarértéket vizszintes vonal mutatja. A szamszeri értékeket és a statisztikai analizis
eredményeit az 5. Tabldzat abrazolja.

Ha azt vizsgaljuk, hogy az igazolt pSS-s betegek csoportjan beliil utalhat-e az anti-m3AchR-
pozitivitas valamilyen alcsoporthoz tartozasra, akkor szamitasaink, melyek eredményeit a 6.
Tablazatban 0Osszegezziik, azt jelzik, hogy az autoantitest-koncentraciok nem mutatnak
korrelaciét a betegek életkordval, a betegség fennallasi idejével, és a mirigyfunkcid
csokkenésének mértékével sem. Utobbit a stimulalt nyaltermeléssel valo korrelacid-analizissel
vizsgaltunk. Ugyanakkor kimutattuk azt, hogy magasabb szdmu extraglandularis szervi
manifesztacio pozitiv korrelaciot mutat az anti-m3AchR213.028 antitest pozitivitas mértékével
(p<0,05; 7 Abra). Valdjaban szamszertien mindegyik extraglandularis érintettség gyakoribb
volt az anti-m3AChR213.228 pozitiv betegekben, de statisztikai szignifikanciat csak a
leukopenia esetében ért el a kiillonbség (6. Tdbldzat). Az anti-SSA és az anti-SSB antitest-
pozitivitassal nem mutatott szignifikans Osszefliggést az anti-m3AchR213.22g antitest jelenléte.
Mivel rendelkezésre alltak azon korabbi vizsgalataink eredményei, melynek soran a
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gastrointestinalis és az urogenitalis rendszerben mértiik fel a paraszimpatikus autonom
idegrendszeri érintettség jelenlétét a gyomoriiriilés, illetve a holyagmiikodés vizsgalata révén
(13), érdemesnek tartottuk Osszevetni ezen értékeket a betegekben jelen vizsgalatunk soran
mért autoantitest-szintekkel, mivel e két szervrendszerben is az m3AchR a dominans
acetylcholinreceptor altipus [11,12]. Ezen Osszehasonlitds azonban nem hozott semmilyen
szignifikans 0sszefiiggést (nem bemutatott adat).

Klinikai ill. Anti-m3AChR 13028 Anti-m3AChR 13208 Osszes
pozitiv (n=66) negativ (n=7) (n=73)
laboratoriumi valtozok
Eletkor 55 60 55
Betegség-fennallas (év) 14 11 14
Stimulalt nyaltermelés 1,11 1,97 1,20
[ziileti 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. Tablazat. Az anti-m3AChR213.208-pOzitiv, illetve -negativ SS-s betegek dsszehasonlitisa
demogrdfiai jellemzok, extraglandularis szervi manifesztaciok és immunszerologiai
eltérések alapjan.

A szamok az elso harom valtozo esetében datlagértéket, a késobbiekben az érintett betegek
szamat, zarojelben szazalékos ardnyat jelzik. Renalis érintettség: renalis tubularis acidosis
biopsziaval igazolt chronicus tubulointerstitial nephritis-szel vagy anélkil. Vasculitis:
tapinthato purpura vagy mds, biopszidaval igazolt vasculitises borelvaltozas* p<0,05 az anti-
M3AChR213.228-pozitiv vs —negativ betegek kozott.
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Anti-m3AChR213-228 szint (OD492)
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7. Abra. Box and whisker plot (“doboz és bajusz”) diagram, mely az anti-m3AChR213.228
antitestek mennyiségét (optikai denzitis) mutatia az egy betegben eldfordult
extraglandularis szervi manifesztaciok szamanak fiiggvényében.

A szervi manifesztaciok szama pozitiv korreldciot mutatott az érintett betegek dtlagos anti-
M3AChR213.228 antitest-szintjével (p<0.05). A dobozokon beliil a vizszintes vonalak az dtlagos
ODyg, értéket, a téglalapok also és felsé oldalai a 25. és a T5. percentilist, mig a bajuszok
végpontjai a minimum és maximum értékeket jelolik. Az n értékek az egyes alcsoportokba
tartozo betegek szamat jelzik.

4.1.2. Az anti-m3AchR antitestek nyalmirigybeli kotédésének vizsgdlata

4.1.2.1. A fénymikroszkopos vizsgalatok eredményei
4.1.2.1.1. Indirekt immunohisztokémia

Ebben a vizsgélatrészben egészséges egyénekbdl nyert kisnyalmirigy-szovetet inkubaltunk
SS-s betegek szérumaval. A teljes, tisztitatlan szérum, ahogy varhatdo is, szdmos
lokalizacioban mutatott kotddést a nyalmirigyekhez, kiilondsen az acinaris €s ductalis sejtek
basolateralis membranja mentén, de intracellularis festddési reakciot is kiterjedten észleltiink
(8A A’bra). Amikor azonban az anti-m3AChR213.208 tisztitott, monospecifikus antitestet
hasznaltuk elsédleges antitestként, az elobb emlitett multiplex, részben nem-specifikusnak
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8. Abra. Egészséges nydlmirigyek fénymikroszkdpos immunhisztokémiai vizsgdlata.

A. A szovetmintdt SS-s betegek teljes szérumdaval, B. anti-m3AChR213.208 monospecifikus,
affinitas kromatografiaval tisztitott antitesttel, vagy C. egészséges kontroll személyek teljes
szerumaval inkubaltuk. A nyilak az acinaris sejtek membranjan létrejovo, pontszerii vagy
rovid vonalas specifikus immunreakciot mutatigk. Az A Abran ezen kiviil citoplazmatikus
immunreakcio, valamint a kotészoveti strukturdk teriiletén nem-specifikus festodés is lathato.
A B Abran a héttérfestédés szembetiinden enyhébb, és a specifikus immunreakcié mint elszort,
szakaszos membrdn-pozitivitds mutatkozik (nyilak). A C Abrdn nem lathaté specifikus
immunreakcio. Nagyitas: 40x.
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tarthatd kotodés helyett sokkal tisztabb képet kaptunk, a hattérfestédés gyakorlatilag
megszint. Ugyanakkor igen specifikus, jol azonosithatd, pontszerti vagy révid vonalszerii
intenziv kotédési reakcid latszott, ami kizarolag az epithelsejtek basolateralis membranja
mentén volt megfigyelhetd (8B Abra). Ez a lokalizacié anatomiailag megfelel a vegetativ
idegvégzddések elhelyezkedésének. A kontroll mintdkon, melyeket egyrészt egészséges
egyének szérumaval (8C Abra) inkubaltunk, vagy pedig kihagytuk az elsédleges antitestet és
csak a jelolt, masodlagos antitestet adtuk a szovetmintdhoz (nem bemutatott adat), nem
kaptunk kotodési reakciot.

4.1.3.1.2.Direkt immunohisztokémia

Ezzel az eljarassal a nyalmirigyekbe a mintavétel el6tt, in vivo bekdtddott antitestek jelenléte
vizsgalhatd. Az SS-s betegektdl vett kisnyalmirigy-biopszids mintakban szdmos helyen
lehetett erre utald immundepoziciot taldlni, ami a betegség természetét, valamint korabbi
irodalmi adatokat (26) ismerve nem meglepd. Jelen vizsgalatainkkal els6sorban az acinaris és
ductalis hamsejtek felszinén lattunk az el6z6 pontban leirtaknak megfeleld specifikus
immunreakciot (94 Abra), de kisebb intenzitissal a mirigyhdmsejteken beliil,
intracitoplasmaticusan, valamint az artériak és venulak endotheljének mentén is (9B Abra)
latszott immunglobulin-ktédés.

A fénymikroszkopos eredményeket 0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy egyrészt az SS-s
betegekbdl tisztitott, anti-m3AchR-monospecifikus ellenanyag kotddik az egészséges
nyalmirigyek acinussejtjeihez, méghozza egy, a basolateralis membranban lokalizalt
antigénhez, masrészt az SS-s betegek nyalmirigyeiben in vivo 1gG osztaly( antitestek
kotddnek a nyalmirigyekhez, diffuzan, szdmos potencidlis antigénhez kapcsolodva.
Kiilonosen az elsé megfigyelés veti fel annak erés gyanujat, hogy az SS-s betegekben
kimutathaté, m3AChR-hez ko6t6dd antitestek kapcsolodhatnak valdban a nyalmirigyekben
elhelyezkedd acetylcholin-receptorhoz, azonban ennek egyértelmili igazoldsahoz pontosabb,
még részletesebb felbontasu szovettani vizsgalatok sziikségesek, ezért folytattuk kisérleteinket
immun-elektronmikroszkopos vizsgalatokkal.

50



dc 1719 19

9. Abra. SS-s betegekbél szdrmazé  kisnydlmirigyek  fénymikroszképos  direkt
immunfluoreszcens vizsgdlata.

A. Szamos helyen latszik immunreakcio, melyek sotét, gyongyszeri, 200-400 nm atméroji
granularis immundepozitumokként dabrazolodnak, elsosorban az acinussejtek membranja
mentén (nyilak).

B. Az A dabrarészen lathato, sejtmembranhoz kapcsolodo immundepozitumokon (vékony fekete
nyilak) tul, igen kifejezett citoplasmaticus festodés is megfigyelheté (vastag fekete nyilak) az
acinussejtekben, melyek lathatoan atrophiasak az egészséges sejtekhez képest. Ezen
osszefolyo, nem-specifikusnak tekintheto festodésen tul, helyenként specifikus, pontszerii,
kézepes intenzitasu specifikus immunfestodésnek megfelelo reakcio is lathato (fehér nyilak).
Nagyitas: 40x.
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4.1.3.2. Az immun-elektronmikroszkdpos vizsgalatok eredményei
4.1.3.2.1. Indirekt immun-elektronmikroszkopos immunhisztokémia

Ezen vizsgalatok soran ismét egészséges nyalmirigyeket hasznaltunk, amiket SS-s betegek
szérumaival reagaltattunk. A mintdkat elektronmikroszkoppal vizsgalva az immunreakcio
pontosabb lokalizalasat tudtuk biztositani, és annak szubcelluldris szintli elhelyezkedését
azonositani. A metszetek megtekintése soran jol azonosithatdé volt, hogy specifikus
immunreakcié mutathatd ki az acinussejtek és a hozzdjuk kapcsolodd idegvégzodések
talalkozasi helyén, az epithelsejt-membrannak megfeleléen (/0. Abra, A-C panel). A fest6dd
képletek egyértelmiien specifikus immunreakcionak feleltek meg, amelyek finom, granularis,
gyongyszerl végtermékként jeldlték meg az ideg-varicositasok és az epithelsejtek talalkozasi
felszinét. Hasonlo képleteket ezen kiviil még a myoepithelialis sejtek membranjan (10C
Abra), valamint az epithelsejtek szekrécios granulumaiban is megfigyelhettiink. Amikor anti-
M3AChR13.228 tisztitott ellenanyagot hasznaltunk, amint varhaté volt, a kotédési reakcio
intenzitdsa csokkent, és joval kevesebb helyen volt észlelhetd, de az eldbbiekkel azonos
specifikus immunoreakciokat tovabbra is lathattuk a nyalmirigysejt-idegvégzddés
kapcsolodasi  teriileteknek megfelelé membranszakaszokon (10D  A4bra). Hasonld
megoszlasban figyelhettiink meg immunreakciot akkor is, amikor anti-VIP szérummal
inkubaltuk a nyalmirigymintdkat, ami a paraszimpatikus idegvégzddéseknek megfeleld
lokallizaciot erdsiti meg (10E Abra). Ezzel szemben a kontroll, egészséges egyedekbdl
szarmazo6 szérum csak elszort, halvany immunreaktivitdst mutatott, mely nem csoportosult
egyetlen specifikus kot6helynek megfeleléen sem. Az anti-m3AChR (SS) ellenanyag
specifitasat egyértelmilien igazolta az inhibicids kisérlet, mivel az antigénként hasznalt
M3AChR13.228 peptid teljes mértékben gatolta a 10C Abran 1athato specifkus ellenanyag
kotédést (10F Abra).
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10. Abra. Egészséges emberi nydlmirigyszovet indirekt  elektron-mikroszképos
immunhisztokémiai festodése SS szérummal és tisztitott M3AChR;13.205 ellenanyaggal

10A: Elsédleges antitest: SS-S betegek széruma. A kép egy epithelsejt és egy idegvégzddeés
kapcsolodasat abrazolja. A kép jobb oldalan két axonvégzédés lathato, fekete négyzettel
jelélve, benniik a szinaptikus vesiculak. Bal oldalon helyezkedik el az epithelsejt, benne a
cytoplasmaticus szekrécios vesiculakkal (csillaggal jelolve). A két sejt taldalkozasi felszine
mentén, a neuro-epithelialis junctioban, kis, pontszeri, pettyekhez hasonlo, specifikus
immunreakcionak megfeleld képletek mutatkoznak (nyilakkal jelolve). Léptek: 500 nm.

10B: Az A panel erdsebb nagyitassal. Vastag nyilak jelzik az emlitett specifikus
immunreaktivitdst, vagyis a SS-s betegszérum bekotodeését a synapticus membranhoz. Mivel az
epithelsejt és az idegvégzodeés hullamos felszinnel, interdigitalo modon kapcsolodik
egymashoz, a metszeten tobb, egymastol fiiggetlennek latszo modon jelenik meg ugyanazon a
junctio koriili cytoplasma tobb szakasza, melyet csillaggal jeloltiink. Az axonvégzodések
(negyzettel jelolve) belsejében levo synapticus vesiculumokra vékony nyilak mutatnak. Lépték:

200 nm.

10C: Két idegvégzodeés lathato, csillaggal jeldlve, benniik a vékony nyilakkal jelzett
synapticus vesiculdk. A bal oldali axon egy acinaris epithelsejt (a) membranjahoz
kapcsolodik, a sejtben ldthatok a secretios granulumok; a jobb oldali idegvégzodés egy
myoepithelisalis  sejthez kapcsolodik (m). Mindkét nydlmirigy-sejttipus  postsynapticus
membranjan megfigyelhetok az elobbiekben ismertetett specifikus immunreaktiv képletek,
melyeket vastag nyilak mutatnak. Lépték: 1 pum.

10D: Elsddleges antitest: tisztitott, anti-m3AChR213.208-monospecifikus ellenanyag. Az
epithelsejt és a hozza kapcsolodo idegvégzodeés talalkozasi felszinén nyilakkal jeléljiik a
specifikus immumreaktivitast mutato képleteket. Lépték: 500 nm.

10E: Vasoactiv intestinalis polypeptiddel (VIP) reagalo primer antitesttel végzett vizsgalat
képe. A kép felsé részén lathato idegvégzdodésben levo, VIP-et tartalmazo synapticus
vesiculumokra nyilak mutatnak. Lépték: 1 um.

10F: Inhibicios kisérlet soran kapott kép. Ennek sordan a tisztitott, anti- M3AChR213.228-
ellenanyag alkalmazdsa sordan blokkoltuk az antigénkoté helyet m3AChR13.208 peptiddel
torténd eldinkubdcioval. Acinaris sejt (a) és idegvégzodés (csillag), benne synapticus
vesiculumok (nyilak). Az eloz6 paneleken megfigyelheto specifikus immureaktiv képletek ezen
a képen nem lathatok. Lépték: 1 um.

4.1.3.2.2. Direkt immun-elekron-mikroszképos immunhisztokémia

Ezen vizsgélatok soran SS-s betegekbdl nyert kisnyalmirigy szovetmintdkon vizsgaltuk anti-
human IgG hozzaadasaval, hogy in vivo bekotddott immunglobulin-G — antitestek
kimutathatok-e, és ha igen, milyen ultrastrukturdlis lokalizacidban. Amint mar a
fénymikroszkdpos immunhisztokémia soran is lattuk, és varhato is volt, kiterjedten lathattunk
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nyalmirigyszovettel reagald immunglobulin-G lerakddast a mintdkban, kiilondsen az
acinussejtek sejtmembranja mentén, valamint halvanyabban és ritkdbban cytoplasmaticusan
is, elsGsorban a secretiés granulumoknak megfelelden. (11A Abra). Kiemelendd, hogy
egyértelmii specifikus immunreakciot jelzé festddést tapasztaltunk a neuro-epithelialis
junctionak megfelelden, jelezvén, hogy a postsynapticus membranhoz specifikusan kétddnek
autoantitestek SS-s betegekben in vivo (/1B dbra).

11. Abra. Direkt elektron-mikroszkdpos immunhisztokémiai képek SS-es betegek
kisnyalmirigy  biopszias szovetmintdi és anti-humdan IgG  kozvetlen reakcidja
eredményeképpen

114. Nydlmirigy acinussejt (a), benne szdamos, dsszefolyo secretios granulum (csillag),
valamint a kép jobb felsé részénpedig egy kapcsolodo idegveqzodeés metszete. A kapcsolodasi
felsziniikon szamos immunreaktiv pontszerii képlet, fekete nyillal jelolve. Néhany secretios
granulumon is ldathato enyhébb immunreaktivitas (fehér nyil). Lépték: 500 nm.

11B. Egy acinussejt és a hozza kapcsolodo idegvégzodeés (csillag) lathato erdsebb
nagyitassal. Az acinussejt cytoplasmajaban mytochondrium (Myt) helyezkedik el. A nyilak az
immunreaktiv, specifikusan festodo képletekre mutatnak a synapticus résben. Keét tovabbi
specifikus festodeést lathatunk a synapticus vesiculumnak valamint az axolemma egy
szegmensének megfelelden (nyilheggyel jelolve). Lépték: 500 nm.
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4.1.3. Anti-m3AChR antitestek valamint pszicho-szocidlis tényezdk szerepe a sicca tiinetek
pathogenesisében primer és secunder SS-ben

4.1.3.1. Anti-m3AChR ELISA vizsgdlatok

Amint a 3.1.3. alfejezetben részleteztem, haromféle forméaban készitettiik el a vizsgalando
antigén-determinans szekvencidkat. A kiilonbozé antigénekkel végzett ELISA vizsgalatok
eredményeit a 12. és 13. Abran mutatjuk be. El6bbin az atlagos OD értékek, az utobbin az
adott antigénnel szemben a hatarértéket meghalado antitest-titerrel rendelkezd (antitest-
pozitiv) betegek aranyat tiintettiik fel. A szintetikus peptid formaban elkészitett harom antigén
koziil az AGSE (masodik extracellularis hurok) és az YNIP (harmadik extracellularis hurok)
peptid elleni atlagos OD érték is szignifikansan magasabb volt a pSS-es és az SLE-S
betegcsoportban, mint az egészséges kontrollokban, de az RA-s betegek nem mutattak
szignifikans eltérést. A harom betegcsoport kozott ugyanakkor a peptid-antigénnel végzett
vizsgalatok nem tudtak kiilonbséget tenni.

A GST-fuziés forméak kozil mindkét antigén elleni antitestek atlagos OD értéke
szignifikdnsan magasabb volt pSS-ben és SLE-ben, mint egészségesekben, hasonléan a
szintetikus peptidekhez, azonban az anti-GST-AGSE antitestek az RA-s betegekhez képest is
nagyobb mennyiségben voltak kimutathatok pSS-ben és SLE-ben. igy a jelen vizsgalatok is
megerdsitették régebbi eredményeinket, hogy a GST-fuzids fehérje eldnydsebb antigén az
ELISA vizsgélatokhoz, mint az dnmagéaban hasznalt szintetikus peptid. A BSA-konjugalt
peptidek a szintetikus peptidekhez hasonlo diszkriminativ potencialt mutattak, ahogy ez a 12.
és 13. Abran lathatd. Ugyanakkor az intracellularis TRIC szakasz csak a betegek viszonylag
kis hanyadaban bizonyult antigenikusnak, igy az ellene kimutatott antitestek nem tarthatok
egyik betegségben sem a pathogenesis tényezdinek.

Ha nem az atlagos OD-k, hanem a pozitivitast mutatd betegek aranya alapjdn hasonlitottuk
Ossze az egyes csoportokat (13. Abra), akkor az elézéekben emlitett killonbségek
megerdsitésén tal azt tapasztalhattuk, hogy az anti-GST-YNIP antitestek prevalenciaja
nemcsak — az anti-GST-AGSE-hez hasonléan — RA-hoz képest emelkedett a masik két
betegcsoportban, hanem a pSS-s és SLE-s betegeket is el tudta kiiloniteni, mivel pSS-ben az
SLE-sekhez képest is nagyobb gyakorisaggal lehetett kimutatni 6ket. Igy 6sszefoglalasképpen
azt mondhatjuk, hogy a rovid szintetikus peptidekkel végzett ELISA kisérletek viszonylag
nagy specificitassal, de alacsony szenzivitivassal tudtak m3AChR elleni antitesteket
kimutatni, mig akkor, ha GST-vel fazionaltuk az antigénikus epitopot, akkor ez jelentdsen
megndvelte a GST-YNIP szakasz elleni antitestek kimutatasanak szenzitivitasat, a specificitas
megdrzése mellett. A BSA-val torténd tobbszords konjugacid ugyanakkor nem ndvelte az
ELISA vizsgalat szenzitivitasat a szintetikus peptidhez képest (7. Tdbldzat). Emellett ezen a
kohorszon is kiszamoltuk az egyes antigének specificitasat a SS valamint SLE és RA
elkiilonitésére. A 7. Tablazatban lathato, hogy az értékek jellemzbéen alacsonyabbak, mint
korabban a GST-KRSE fehérjénél kapott szamadatok: a szenzitivitds és specificitas
legkedvezdbb kombindciojat a GST-YNIP fehérjénél kaptuk, mig a GST-AGSE mérsékelten
magas szenzitivitas mellett igen kevéssé specifikusnak bizonyult minden egyéb csoporttal
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tortént Osszehasonlitasban. Specificitds vonatkozdsaban a szintetikus peptidek is jobban
teljesitettek, de alacsony szenzitivitas mellett.

35
3
*
25 m @SS
O SLE
ORA

Control

mﬁ%ﬂﬂ

AGSE YNIP TRIC GAGSE GYNIP BAGSE

12. Abra. Primer SS-s, SLE-s és RA-s betegekbdl és egészséges kontrollokbdl szarmazo
szérumok immunrekcioja kiilonbozéd m3AChR peptidekkel, GST-fuzios fehérjékkel és BSA-
konjugalt peptiddel.

Az oszlopok magassaga az egyes csoportok atlagos OD értékét mutatja,a ,, bajusz” vonalak a
standard deviaciot jelzik.

GAGSE: GST-AGSE fuzios fehérje; GYNIP: GST-YNIP fuzios fehérje; BAGSE: BSA-AGSE
tobbszorosen konjugalt peptid. SS: Sjogren szindroma, SLE: Szisztémas lupus erythematosus,
RA: Rheumatoid arthritis. * p<0.05 vs kontroll; * p<0.05 vs RA
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13. Abra. Az anti-m3AChR antitest-pozitivitds gyakorisdiga az egyes betegcsoportokban és a
kontrollokban a kiilonbozé szintetikus m3AChR peptidekkel, valamint GST-fizios
fehérjékkel és BSA-konjugalt peptiddel végzett ELISA vizsgdlatokban.

A roviditések megegyeznek a 12. Abran irtakkal. * p<0.05 vs kontroll; # p<0.05 vs RA; *

p<0.05 vs SLE

Szenzitivitds | Specificitas Specificitas Specificitas

(vs kontroll) | pSS vs kontroll| pSSvs SLE 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. Tablazat. Az egyes antigénekkel végzett ELISA vizsgalatok szenzivitdsa és specificitisa a
pSS-s betegek és a tobbi vizsgdlati csoport elKiilonitésére.

pSS: Primer Sjogren szindréma. Egyebekben a roviditések megegyeznek a 12. Abrdndl
irtakkal.

4.1.4.2. A sicca tiinetek korrelacioja egyéb klinikai valamint mentalis paraméterekkel
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A vizsgalat masik részében az SLE-hez ill. RA-hoz tarsuld sicca tlinetcsoport hatterének
komplex vizsgalatat végeztikk a klinikai tiinetek, immunszerologiai eltérések, ezen belil az
anti-m3AChR antitestek, valamint kiilonb6z6 mentalis paraméterek analizise segitségével. A
3.1.3.1. pontban leirtak szerint definialt sicca tiinetcsoport viszonylag gyakori volt mindkét
szisztémas autoimmun betegségben: RA-ban 14 (21.5%), SLE-ben 27 (26.2%) betegben
igazoltuk fennallasat. Szamos paraméter tekintetében hasonlitottuk 6ssze a sicca és nem-sicca
betegeket. A fobb eltéréseket a 8. Tdbldzatban emeltik ki: SLE+sicca betegek korében
gyakoribb volt az organikus agyi pszichoszindroma (organic brain syndrome), a stroke és az
anti-SSA-pozitivitds, mig a nephritis és a lymphopenia ritkdbb volt, mint a sicca
tiinetcsoportot nem mutatd SLE-s betegek korében, de a szignifikancia értékek minden
esetben 0,05 és 0,1 kozott voltak (8. Tabldazat). Az SF-36 teszt segitségével mért életmindségi
paraméterek koziil tobb is szignifikansan rosszabb (magasabb) értéket adott az SLE+sicca
betegek kozott, ami arra utalt, hogy kapcsolat van a fizikai teljesitOképesség szubjektiv
megélése, a beteg altal tapasztalt vitalitds, a tarsadalmi funkciondléds és a mentalis egészség,
valamint a sicca tiinetek el6fordulasa kozott SLE-ben. A FACIT faradékonysagi skala értékei
ugyanakkor hasonléak voltak a két SLE-s alcsoport kozott.

SLE-vel szemben RA-ban — a magasabb ¢életkort kivéve — nem talaltunk olyan demografiai,
klinikai vagy mentalis (SF-36-tal ill. FACIT skalaval mért) egészségi paramétert, ami a sicca
tiinetcsoport kialakulasaval korrelalt volna. Végiil, bar az anti-m3AChR antitestek —
elsésorban a masodik €és a harmadik extracellularis hurokra specifikusak — kimutathatok
voltak az SLE-s és RA-s betegek egy részében is, ezen antitestek pozitivitasa nem fliggott
Ossze a sicca tiinetek eldforduldsaval, igy ezek pathogenetikai szerepét nem tudtuk
megerdsiteni jelen vizsgalataink alapjan.
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8. Tablazat. A sicca tiinetcsoporttal rendelkezd ill. nem rendelkezd SLE-S betegek egyes

Nem-

sicca Sicea

SLE (n=76) (n=27) D
Klinikai jellemzok % v
organikus agyi szindroma 1.3 11.1 0.056
stroke 0 7.4 0.068
anti-SSA-pozitivitas 45.9 62.9 0.098
nephritis 34.6 18.5 0.091
lymphopenia 57.3 37 0.056
SF-36 atlag p
fizikai szerep 39.33 35.05 0.081
vitalitas 46.71 41.70 0.005
tarsadalmi funkcionalas 42.68 38.04 0.041
mentélis egészség 42.12 36.82 0.048
mentalis kompozit score 4401 38.52 0.035

paramétereinek osszehasonlitdsa.

A tablazatban a szignfikans (vastag betiivel) ill. kozel szignifikans kiilonbségeket mutato

paramétereket emeltiik Ki.

4.2. A klinikai képet alakito pathogenetikai eltérések vizsgdlata SLE-ben

4.2.1. A galektin-1 szerepe az SLE-ben észilelhetd T-sejt dysfunctio kialakitdsaban

4.2.1.1. Az endogen Gal-1 expresszioja és az exogén Gal-1 iranti apoptotikus érzékenység

SLE-s betegek aktivalt T-sejtjeiben
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Ahogy emlitettem, célul tlztiik ki, hogy megvizsgaljuk SLE-ben a Gal-1, mint egy
fontos immunregulator fehérje hatasait. A Gal-1 az aktivalt T-sejtek apoptosisat okozza, és
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SLE-ben ismert, hogy az apoptosis-regulacio jelentés zavarokat szenved, ezért indokoltnak
tartottuk megvizsgéalni SLE-s betegekbdl szarmazo aktivalt T-sejtek exogén Gal-1 hatasara
bekdvetkezd apoptosisat. Mivel a Gal-1 intracellularisan, de novo is expresszalodik, egyuttal a
Gal-1 mRNS szintjét is mértilk SLE-s T-sejtekben, aktivacio utan.

A méréseket 14 SLE-s beteg mintain végeztiik el, akiknek aktiv betegsége zajlott, és
koziilik 9-nél a méréseket megismételtiik inaktiv betegség allapotaban, miutan kezeléslink
hatdsara a betegség remisszidba keriilt. Az adatokat 16 egészséges kontrolléval hasonlitottuk
Ossze. A Gal-1 mRNS gRT-PCR moddszerrel mért expresszidjat a 144 abra mutatja be. Aktiv
betegség idején vett mintakban a Gal-1 mRNS mennyisége szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a kontrollokban, mig nyugalomban levd betegség idején levett mintdkban a Gal-1
mennyisége szignifikansan megnovekedett, és a kontrollokéhoz hasonlé szintre emelkedett.
Az aktivitds szerint bontott két betegcsoport kozott a kiilonbség egyértelmiien szignifikans
volt, és ez a Gal-1 expresszi6 betegségaktivitas-fliggdségére utal, még akkor is, ha a SLEDAI-
2K-val vagy az anti-dsDNS titerrel torténd korrelacio-analizis nem hozott ki szignifikans
Osszefiiggést (nem bemutatott adat).

Az exogén Gal-1-gyel szemben mutatott apoptotikus reakciot ko-kultara kisérletekkel
vizsgaltuk. 20 aktiv és 10 remisszioba hozott beteg és 20 egészséges kontroll személy mintdin
végeztiik el a méréseket. A 14B abran lathatd, hogy aktiv betegség idején az SLE-s aktivalt T-
sejtek igen kevéssé reagalnak a Gal-1 apoptotikus hatasara, mig az apoptosis-érzékenység a
betegség megnyugvasa utan helyreall, vagyis hasonléva valik az egészséges kontrollokhoz.
Osszefoglalva, aktiv SLE idején az aktivalt T-lymphocytdk kevés Gal-1-et termelnek és
kevéssé is reagalnak az exogén Gal-1 apoptotikus (vagyis immunregulator) hatésaira, mig
inaktiv betegség idején ezen eltérések megsziinnek.

4.2.1.2. A galektin-1 de novo szintézise és lokalizacdja Jurkat-sejtekben, valamint human és
eger T-sejtekben

Az el6z9 alfejezetben lathattuk, hogy az exogén Gal-1-re adott csokkent apoptotikus vélasz és
az endogén Gal-1 expresszid azonos modon valtozik SLE-ben. E megfigyelés hatterének
tovabbi vizsgalatara modellkisérleteket terveztiink Jurkat T-sejt vonalon, illetve human és
egér periférias T-sejteken. Mivel ellentmondédsok vannak a kozleményekben a tekintetben,
hogy az endogén Gal-1 szekretdlodik-e az aktivalt T-sejtekbdl, eldszor ezt a kérdést
vizsgaltuk meg.

A Gal-1 de novo, intracellularis expresszidjat Gal-1 transzgénikus Jurkat sejteken vizsgaltuk.
Elészor Western blotting-gal ellendriztiik a transzfekciot, mely szerint a Gal-1 cDNS-sel
transzfektalt Jurkat sejtek (J Gal) expresszaltdk, mig a nem-transzfektalt €s a mock-transzfektalt
(J™%) sejtek nem expresszaltadk a Gal-1-t (154 dbra). Majd konfokalis mikroszkoppal
megvizsgaltuk, hogy az Gjonnan szintetizalt Gal-1 szekretdlodik-e a sejtbdl, és azt talaltuk,
hogy az kizarolag intracellularisan figyelhetd meg a plazmamembran kozelében 6sszegylilve,
¢s nem jelenik meg a (permeabilizalatlan) sejtek felszinén (15.B dbra).

Ezt kovetden human és egér periférids vér T-sejteken vizsgaltuk a Gal-1 expresszigjat (16.
dbra). Mind a human, mind az egér T-sejteken megfigyelhettiik, hogy nyugalmi allapotban
nem, stimulalas utan viszont expresszaltak a Gal-1-t (164 dbra). Konfokalis mikroszkopiaval
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igazoltuk, hogy az aktivalt T-sejtekben a Jurkat sejtekhez hasonléan a Gal-1csak
intracellularis lokalizacioét mutatott (/6B dbra).

A n.s.
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14. abra. SLE-s betegekbdl és egészséges kontrollokbdl szarmazo aktivalt T-sejtek endogén
Gal-1 termelése és exogén Gal-1-gyel szembeni apoptotikus érzékenysége.

A) Az aktivalt T-sejtekben expresszalodo Gal-1 relativ mRNS expresszioja (meghatarozasat
lasd a 3.2.1.4. alfejezetben). Aktiv SLE, n= 14, inaktiv (kezelt) SLE: n=9, egészséges kontroll:
n=16, p<0,01

B) Az aktivalt T-sejtek relativ apoptosis ratdja (RAR — szamitasat lasd a 3.2.1.3. alfejezetben).
Aktiv SLE: n=20, inaktiv SLE: n=10, egészséges kontroll: n=20. p***<0,001, p*<0,05
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Fluoreszcencia intenzitas
15. dbra. A Gal-1 transzgénikus Jurkat sejtek expresszdlnak, de nem szekretilnak Gal-1-t
A) Western blotting vizsgalat: csak a Gal-1 transzgenikus sejtek (3% lizdtumdban mutathaté
ki a Gal-1 protein, nem-transzfektdlt és a mock-transzfektalt (3™ sejtekben nem.
B) Jea sejtek konfokdlis mikroszkdpos vizsgalata permeabilizalatlan és Triton X100-zal
végzett permeabilizalds utan. Piros fluoreszcencia: NorthernLights557-vel jelolt mdsodlagos
antitest (szamdr anti-egér 19G). Alul repreentativ hisztogramok mutatjak be a
permeabilizalatlan (bal oldal) és permeabilizalt (jobb oldal) sejtek aramlasi citometriaval
mért fluoreszcens intenzitasat. Szaggatott vonal: elsddleges antitest nélkiili, csak masodlagos
antitesttel jelolt kontroll; folyamatos vonal: anti-Gal-1 + mdsodlagos antitesttel jelolt minta
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A egér T-sejt human T-sejt
nyugvo aktivalt nyugvo aktivalt
B-aktin e | w— e Vi g B-aktin

Gal-1 R o~ Gal-1

permeabilizalt

16. dbra. A Gal-1 expresszidja és lokalizacidja humdn és egér periféridas T-sejtekben
nyugalomban és aktivdcio utdan.

A) Nyugvo (bal csik) és aktivalt (jobb csik) T-sejtek Gal-1 expresszioja Western blotting-gal
vizsgadlva egér eredetii (bal panel) ill. human (jobb panel) sejteken.

B) De novo szintetizalt Gal-1 cellularis lokalizaciojanak vizsgalata aktivalt human T-sejteken
nem-permeabilizalt dllapotban és Triton X100-zal végzett permeabilizaldas utan konfokalis
mikroszkoppal. A monoklondlis antitest csak permeabilizalas utan reagdl a Gal-1-gyel,
jelezve annak intracellularis lokalizaciojat. Piros fluoreszcencia: NorthernLights557-vel
Jjelolt masodlagos antitest (szamdr anti-egér IgG).

4.2.1.3 Az exogén Gal-1l-re adott apoptotikus valasz és az intracellularis Gal-1 kozotti
kapcsolat vizsgalata

SLE-s T-sejteken végzett vizsgalataink alapjan felvetddik a kérdés, hogy az egyidejiileg
tapasztalt csokkent endogén Gal-1 expresszid és exogén Gal-1-gyel szembeni apoptosis
érzékenység csak parhuzamos jelenségek, vagy felmeriil-e ok-okozati kapcsolat kozottiik.
Annak vizsgalatara, hogy vajon az aktivalt T-sejtek altal termelt endogén Gal-1 szerepet
jatszik-e az exogén Gal-1 altal indukalt apoptosisban, Jurkat sejteken és Gal-1 génkiiitott
egerek fehérvérsejtjein végeztiink kisérleteket.
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Gal-1-t expresszalo HeLa sejteket tenyésztettink ko-kultiraban J™*vagy J® Jurkat
sejtekkel, illetve a Jurkat sejtvonalhoz szolubilis, rekombinans Gal-1-t adtunk.
Eredményeinket a /7. abra mutatja be. Mind a szolubilis (/74 dbra), mind a sejthez kotott
Gal-1 (/7B dbra) sokkal kifejezettebb apoptosis valaszt indukalt azon Jurkat sejtekben,
melyek maguk is expresszaltak a Gal-1-t.

A
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17. abra. A Gal-1-et expresszdlo Jurkat sejtek érzékenyebbek az exogén Gal-1 apoptotikus
hatdsdra, mint az endogén Gal-1" Jurkat sejtek.

(A) Rekombindns Gal-1 apoptotikus hatdsa J" OCkVagy I Jurkat sejtekre 24 oras inkubdcio
utan. n=3, p*<0.05.

(B) A J™% g5 J%sejteket ko-kultirdban tenyésztettiik iires vektorral(HeLa™®),vagy Gal-1-
gyel transzfektalt (HeLaGal) sejtekkel 16 oran at. Az apoptotizalt Jurkat sejtek aranyat (relativ

apoptosis arany: RAR) Annexin V festéssel hataroztuk meg (lasd 3.2.1.3. alfejezet) . N=3,
p*<0.05

Egy masik moddon is igyekeztiink aldtdmasztani a kapcsolatra vonatkozo
hipotézisiinket: Gal-1 génkiiitott (Gal-1 KO) ill. vad tipusu egerek vérébol izolalt aktivalt T-
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sejtek apoptosisat vizsgaltuk exogén Gal-1 hatasara. Az aktivalt T-sejtek apoptozisat Gal-1-et
termelé és szekretaldo vad tipusi mesenchymalis 6ssejtekkel (BMMSC™) indukaltuk ko-
kultiraban. Kontrollként Gal-1 génkiiitott MSC-ket (BMMSC®") alkalmaztunk, mint
effektor sejtek. Amint a /8. abran lathatd, a Gal-1 KO egerek T-sejtjei szignifikansan
csOkkent apoptosissal reagaltak az MSC-kotott Gal-1 hatasara.

25 - * %
20 | [
% 5]
o
10 -
5
0 .
Vad tipus Gal1 KO

18. dbra. Gal-1 hidnydiban az exogén Gal-1 hatdsara bekovetkezd T-sejt apoptosis
Jelentdsen csokken egér aktivalt T-sejtekben.

Az apoptotizalt Jurkat sejtek aranyat Annexin V festéssel hatdaroztuk meg. Az apoptozis
meértékét a relativ apoptosis arannyal (RAR) eértékeltiik (lasd 3.2.1.3. alfejezet). N=3,
p**<0.01

4.2.1.4. Az exogén Gal-1 kizarja az Lck-t az immunologiai szinapszisbol

Mint emlitettem, és ahogy sajat kisérleteink is mutattak, az exogén, sejtfelszinen expresszalt
Gal-1 gatolja az aktivalt T-sejtek apoptosisat. Az immunregulator hatas mechanizmusanak
tovabbi vizsgalata érdekében kivancsiak voltunk arra, hogy a T-sejt receptor jelatvitelében,
valamint a Gal-1 indukalt T-sejt apoptosisban fontos szerepet jatszé tirozin-kinaz enzim, az
Lck miikodését hogyan befolyasolhatja a Gal-1, figyelembe véve azt is, hogy SLE-ben a T-
sejt receptor jelatvitelének korai 1épéseiben, és az immunoldgiai szinapszis felépiilésében
szamos ponton mutathatok ki eltérések. Ezért megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az exogén
Gal-1 az Lck fiziologias kotddését az immunolodgiai szinapszishoz friss human mintakbol
szarmazo ill. Jurkat sejtvonalbol szarmazo T-sejtekben.

Kezeletlen Jurkat T-sejteken az Lck egyenletesen helyezkedik el a sejt teljes felszinén a
sejtmembranhoz kapcsolodva (ezen adatok a dolgozatban nincsenek bemutatva), valamint a
Gal-1-t nem expresszalo HeLa™* sejtekkel tortént ko-kultGra soran is az aktivalt T-sejtek
nagy részében ilyen lokalizaciot tapasztaltunk (/94 Abra). Amikor azonban HeLa%"
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sejtekkel végeztiik a ko-kulturat, azt tapasztaltuk, hogy az Lck az aktivalt T-sejteknek az
immunologiai szinapszistdl tavoli, ellentétes oldalan szekvesztralodik, és eltlinik az
immunologiai  szinapszisbol. Szignifikdnsan nagyobb ardnyban figyeltik meg a
szekvesztracié jelenségét a HeLa®™ ko-kultardkban, mint a HeLa™*kisérletekben (194 dbra
diagramja).

Hasonl6 jelenséget figyeltiink meg Jurkat sejteket tartalmazo ko-kultarakban is: az F-aktin
akkumulacidja jol jelolte a HelLa sejtek (mindkét tipust) és a Jurkat sejtek kozotti
szinapszisokat, de Gal-1-et expreszal6 Hela sejtek alkalmazasa mellett szignifikansan
nagyobb aranyban szekvesztralodott az Lck a sejt szinapszistdl tavoli oldalara, mint a
HeLa™ ko-kultarakban (19B-C Abra). A szekvesztracié idébeli kinetikajat, melyet a 19D
Abran mutatunk be, az jellemzi, hogy a 15. percben még nem kezdédik el a folyamat, azaz
nincs érdemi kiilonbség a HeLa®'™! és a HeLa™ sejtekkel végzett mérések kozdtt, majd
ezutan egyre nagyobb kiilonbség alakul ki a Gal-1-expozicionak kitett T-sejtek javara a
szekvesztralodott Lek-t mutatd sejtek aranyaban. Kiilonosen 30 és 45 perc kozott figyelhetd
meg egy nagy ugras ebben a vonatkozasban, majd 60 perc utdn all be a végleges allapot.
Ezzel egyidében a szinapszisban elhelyezkedd Lck-t mutatd T-sejtek ardnya egy kezdeti
minimdlis emelkedés utan folyamatos csokkenést mutat a HeLa®"? —gyel végzett
vizsgalatokban a HeLa™* ko-kultaréhoz képest.
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19. Abra. A részleteket lisd a kivetkezd oldalon..
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19. Abra. HeLa sejt felszinén kifejezédé Gal-1 eltavolitia az Lck enzimet az immunolégiai
szinapszisbol

(4) Aktivalt humdn T-sejtek ill. (B) Jurkat T-sejtek ko-kultiraja Gal-1-t expresszalé (HeLa®®"
1) és Gal-1 negativ (HeLa™) tumorsejtekkel. Az Lck-t az A panelen vérds, a B panelen zéld,
mig a B panelen az F-actint vorés fluoreszcens festék jelzi. A confocalis mikroszkopos
képeken az immunologiai szinapszist fehér nyil jelzi (A,B panelek). Az A ¢és C
oszlopdiagramokon az Lck-szekvesztrdaciot mutato sejtek aranydt mutatjiuk be (atlag+SD)
Gal-1-termeld, illetve Gal-1-t nem termelé tumorsejtek jelenlétében. A folyamat idébeli
lefolyasat a ko-kultura soran a D panel mutatja. A részletek a 3.2.1.9. pontban olvashatok.

4.2.2. Sejtfelszini glikozilacios mintdzat és a lektinkotddés kovetkezményes eltérései T-sejteken
SLE-ben

A sejtfelszini glycoproteinek komplexitasat, mas szoval az N-glikom diverzitasat,
lektinkotési assay segitségével vizsgaltuk; ennek soran névényi (ConA, LCA, WGA. PHA-L,
SNA) vagy human (Gal-1) lektinek sejtfelszini kotédésének mennyiségét mértiik aramlasi
citometriaval. A lektinek specificitdsat az egyes szénhidrat komponensek irant az 1. Abrdn és
a 3. Tabldzatban mutattuk be korabban.

Ami a nyugalmi allapotban levd T-sejtek felszini lektinkotését illeti, az SLE-S
betegekbdl szarmazé T-sejtek szignifikansan tobb ConA-t, LCA-t és WGA-t kotottek, mint az
egészséges kontrollok (20A Abra). Ez arra utal, hogy SLE-s T-sejtek mar nyugalmi allapotban
nagyobb mennyiségben expresszalnak korai, manndzban gazdag szénhidrat oldalldncokat
(ConA) (127, 183), biantennaris komplex N-glikdnokon elhelyezkedé fukozilalt manndz
széhidratokat (LCA) (184), valamint mind korai, mind komplex szénhidratoknak megfelel6
un. hibrid tipust lancokban el6forduld N-acetyl gliik6zaminokat, illetve szialsavat (WGA)
(185, 186), vagyis sejtfelszini N-glikomjuk mar nyugalmi allapotban valtozatosabb,
komplexebb, mint az egészséges személyeke.
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20. Abra Lektinek kotédése SLE-s betegek és egészséges kontrollok T-sejtfelszinén
nyugalmi dllapotban, illetve aktivadlds utdn.

A: Nyugalmi allapot, B: 1 ug/mL phytohaemagglutinin L (PHA L) stimuldlast kéveto
aktivalt dllapot. Az oszlopok a fluoreszcein-izothiociandttal jelélt CD3-pozitiv T-sejtek
daramlasi  citometriaval mért median fluoreszcens intenzitasat (MFI) mutatjak
(atlag+SEM). A lektinek teljes nevét és kotési specificitdsat az 1. Abra és a 3. Tabldzat
mutatja. ns — nem-szignifikans, **p<0.01; ***p<0,001. SLE: n=18, egészséges kontroll:
n=19

Altalanossagban jellemzd volt, hogy aktivacid utan az egészséges kontrollok sejtfelszini
lektink6td aktivitdsa megndtt a nyugalmi allapothoz képest, vagyis fokozodott a sejtfelszini
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N-glikom diverzitasa. Ez a folyamat SLE-ben sokkal kisebb, egyes lektinek vonatkozasaban
elhanyagolhaté mértékii volt, igy a Gal-1 esetén is. gy a nyugvé allapotban tapasztalt
magasabb lektinkotési aktivitas aktivalt allapotban Gigy modosult, hogy az SLE-S betegek T-
sejtjeinek lektinkotése mar nem kiilonbozott az egészségesektdl, kivéve a Gal-1-t, melynek
kotése aktivalt allapotban szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult SLE-s betegekben az
egészséges kontrollokhoz képest (20B Abra). Ez arra utal, hogy a terminalis N-acetyl-
laktozamin csoportok, melyek a Gal-1 kotOhelyei, kevésbé hozzaférhetéek az SLE-s betegek
aktivalt T-sejtjeinek felszinén.

A sejtfelszini fehérjék glikozilacios mintazatat szamos tényezd hatdrozza meg, tobbek kozott.
a rendelkezésre all6 szénhidrat szubsztrat mennyisége, endoplazmas retikulum stressz, a
Golgi apparatuson beliili pH, a szallitofehérjék mennyisége, valamint a glikozilacids
folyamatban részt vevé enzimek mennyisége, expressziojanak mértéke (187). Szamos adat
szerint ez utdbbi a legfontosabb (188, 189), emiatt ugy dontottink, megvizsgaljuk a
glikozilacios folyamat kulcsenzimeinek mRNS expresszios szintjét aktivalt T-sejtekben (1.
Abra és 3. Tabldzat), mivel ezen enzimek mennyisége dontd mértékben transzkripcios szinten
szabalyozott (190). RT-qPCR méréseink azt mutattdk, hogy az alfa-mannozidazok
(MAN1A1l, MAN1A2, MAN2A1l ¢s MAN2A2) expresszidjaban nincs kiilonbség SLE-S
betegek és egészségesek kozott (214 Abra), mig a béta-N-acetylgliikozaminil-transzferazok
(MGAT1-5) koziil az MGAT4A ¢és az MGAT4B kis mértékben, de szignifikdnsan magasabb
expressziot mutatot SLE-ben (21B 4bra).
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21. Abra. Mannoziddz és N-acetyl-gliikézaminil-transzferdz enzimek expresszioja SLE-
s betegek és egészséges kontrollok aktivalt T-sejtjeiben.

Mannozidazok (A) és N-acetyl-gliikézaminil-transzferazok (MGAT) (B) mRNS-ének
expresszioja aktivalt T-sejtekben, RT-QPCR-rel mérve. A fiiggdleges tengely a relativ
expressziot mutatjia az RPL27 housekeeping génre normalizalva (log2 transzformdcio,
ACY). A gének teljes nevét a 3. Tablazat mutatja be. A dobozokban levd vonal a mediant,
a dobozok alsé és felsd éle a 25-6s és 75-0s percentilist, a bajuszok a minimum és
maximum értéket mutatjak. n.s.: nem szignifikans, *p<0,05. SLE: n=18, egészséges
kontroll: n=19

A sejtfelszini N-glikanok interakcidi szempontjabol kiemelt jelentésége van a terminalis
szialsav komponens mennyiségének. A poli-N-acetyllaktozamin lancok végén levd a-2,6
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szialsav ,,sapka” kialakitasdban az ST6GALL, mig az a-2,3 szidlsav komponensében az
ST3GAL3, ST3GALA4 és az ST3GALG (107) vesz részt, mig a szilasav ,,sapka” eltavolitasat a
ST6GALL, ST3GAL3, ST3GAL4 ¢és a NEU1 mRNS mennyisége hasonld volt az SLE-S
paciensekben és az egészségesekben, mig az ST3GALG-¢ SLE-s T-sejtekben szignifikdnsan
magasabb volt (224 Abra). Munkank soran csak a NEUI enzim expressziojat vizsgaltuk,
mivel ennek a fehérjének a szintje jelentdsen megemelkedik a T-sejt aktivacié soran, mig a
NEUS3 allandé marad (193).

A sejtfelszini  glikdnok szializaciojanak mértékét a szialil-transzferazok és a
neuraminidazok Osszehangolt mukddésének nettd6 eredménye hatdrozza meg. Emiatt a
szializaltsag mértékének szabalyozasat e két enzimcsoport tagjainak ardnyaval érdemes
felmérni. A kiillonb6z6 ST/NEU1 aranyok vizsgalata azt mutatta, hogy SLE-ben
szignifikansan magasabb volt az ST3GAL6 / NEU1és az STEGGALL / NEU1 mRNS arany, mint
a kontrollokban (22B Abra). A tobbi aranypar (ST3GAL3 / NEU1 ésST3GAL4 / NEU1)
egyforma volt a két csoportban. Az eredmények arra utalnak, hogy SLE-s aktivalt T-sejtek
fokozott szializdciéra hajlamosak, és a slirlibben szializalt felszini glikdnokon ezaltal
hozzaférhetetlenné valhatnak a Gal-1-ko6tdé helyek. Ennek a hipotézisnek az alatamasztasara
olyan Kkisérletet terveztiink, melynek soran az SLE-s T-sejteket olyan rekombinans
neuraminidaz (2-3,6,8Neu) enzimmel kezeltiik, ami specifikusan eltavolitja az 02-3,6,8-kotott
szialsavat a glikanokrol. A kezelés utan az SLE-s aktivalt T-sejtek Gal-1-kotése novekedett
(23. Abra), és a kontroll T-sejtekéhez valt hasonléva (nem bemutatott adat).
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22. Abra. Szialil-transzferaiz (ST) és neurmaminidiz-1 (NEU-1) enzimek
génexpressziojanak mértéke aktivalt T-sejtekben.

(A) Az enzimek mRNS-ének expresszioja aktivalt T-sejtekben, RT-qPCR-rel mérve. A
gének teljes nevét a 3. Tablazat mutatja be. (B) A szializaciot végzo ST és a deszializaciot
vegzo NEUL expressziok aranyai. Az mRNS expresszios hanyadosokat a kovetkezoképpen
szamoltuk ki minden egyes betegnél: ACt ST/ACt NEUL. A fiiggdleges tengely a relativ
expressziot mutatia az RPL27 housekeeping génre normalizalva (log2 transzformacio,
ACt). A dobozokban levé vonal a mediant, a dobozok also és felso éle a 25-6s és 75-0s
percentilist, a bajuszok a minimum és maximum értéket mutatjik. n.s.: nem szignifikans,
**p < 0,01; ***p < 0,001. SLE: n=18, egészséges kontroll: n=19.
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23. Abra. Neuraminidaz kezelés hatisa SLE-s aktivilt T-sejtek Gal-1 kitésére.

Az aktivalt T-sejteket a2-3,6,8 neuraminiddzzal kezeltiik (Gal-1+a2-3,6,8 Neu; pontozott
vonal ill. sziirke oszlop) vagy kezeletleniil hagytuk (Gal-1; folyamatos vonal ill. iires
oszlop). A sejtfelszini Gal-1 kétést citofluorimetriaval vizsgaltuk. A felsé panelen egy
reprezentativ minta eredményeit mutatjuk be, az also panelen pedig a vizsgalt mintak
atlagos fluoreszcens intenzitasanak (MFI) eredményeit (atlag +SEM; n=3). p< 0,05;.

4.2.3. A TMEM203 szerepének vizsgdlata SLE-ben

A betegek kozott 18 n6 és két férfi volt, atlagos SLEDAI-2K értékiik 15,53 (2-30), anti-
dsDNS antitestszintjilk 122,72 (10-200) IU/ml, C3 complement szintjiik 84,17 (21-141) g/,
C4 complement szintjiik 13,89 (3-29) volt. Vizsgalataink soran két, mar jol jellemzett és SLE-
vel is kapcsolatba hozott jelatvivd molekula, a STING és a MAVS, valamint a
TMEM203génexpressziojat vizsgaltuk. Az egészséges kontrollokhoz képest SLE-ben a MAVS
szintje igen nagy mértékben csokkent volt, nagyrészt csak minimalis MAVS mMRNS
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expressziot talaltunk SLE-s T-sejtekben. A TMEM203 molekula ezzel szemben jelentGsen
fokozott expressziot mutatott, 13,83-szoros upregulaciét észleltiink a kontrollokhoz képest
(SD 6,52, interquartilis hatarok: 8,6 ¢és 18,8). Méréseinkkel ugyanakkor nem talaltunk
kiilonbséget a STING mRNS mennyiségében SLE-s ¢és kontroll személyek aktivalt T-
lymphocytdiban. A TMEM203 szerepét tamasztja ald az is, hogy a betegség-aktivitasi
markerek koziil a C3 complementtel forditott aranyossagot mutatott (24. Abra).
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24. Abra. A MAVS, TMEM203 és STING mRNS expresszié mértéke aktiv SLE-s betegek és
egészséges  kontrollok aktivalt T-lymphocytdiban, valamint a TMEM203 mMRNS
osszefiiggése a C3-complementszinttel.

(A) A vizsgalt személyek PHA-L-aktivalt T-lymphocytdaiban RT-QPCR-rel mért mRNS szintek
(relativ értékek a [-actin mRNS-hez képest). (B) A TMEM203 relativ mRNS expresszios
ertekek forditottan aranyosak a C3 complementszinttel. ***p<0,0001, * p<0,05.
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4.2.4. Antifoszfolipid antitestek szerepe az SLE nem-thromboembolids mechanizmusu szervi
manifesztacioinak kialakulasaban

4.2.4.1. A teljes beteganyag bemutatasa

A betegek kozil 105-nél (47%) talaltunk a Sydney-i kritériumoknak megfelelé APA-
pozitivitast, koziiliikk 52-ben (23%) ez a kritériumoknak megfeleld tiinettel is tarsult, teljesitve
igy az APS osztalyozasi feltételeit (138). Ezen tiinetek 39 esetben vénas thromboembolia, 8
esetben stroke, 9 esetben pedig ismétlodo spontan vetélés vagy késoi intrauterin elhalds voltak
(egy betegben tobbféle kritérium-tiinet is eléfordulhatott).

A teljes SLE-s beteganyag klinikai jellemz6it (legfontosabb ill. leggyakoribb szervi
manifesztaciok, immunszuppressziv terdpidk) és az immunszeroldgiai profil adatait a 9.
Tablazatban mutatjuk be.
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Klinikai jellemzé % Imm“g’;izge;s"zl;’rg;:'tﬂ;:‘;m )
Arthritis 89,3 ANA 87,1
Photosensitiv 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 bérmanifesztaciok 32,1 anti-cardiolipin 35,3
Lymphadenomegalia 31,3 anti-B2GPI 23,2
Pleuritis 30,4 lupus anticoagulans 24.6
Pericarditis 24,1 csokkent C3 complement 62,9
Pillang6 erythema 20,5 csokkent C4 complement 46,4
Vénas thromboembolia 19,1 oralis corticosteroid 90,2
Bérvasculitis 18,8 i.v. corticosteroid 37,5
Thrombocytopenia 17,9 chloroquin 62,9
Sjogren szindroma overlap 17,9 azathioprin 34,4
Haemolytikus anaemia 14,7 i.v. cyclophosphamid 25,9
Oralis ulceratio 10,3 methotrexat 21,0
Ismétl6d6 spontan abortus 5,2* cyclosporin A 9,8
Nephritis 35,3
Interstitialis pneumonia 8,9
Organikus agyi szindroma 7,1
Stroke 4,5
Mpyocarditis 3,6
Convulsio 3,6
Psychosis 2,7
Endocarditis 13

9. Tablazat. A leggyakoribb, illetve legfontosabb szervi manifesztaciok, valamint az
immunszerologiai eltérések és az alkalmazott immunszuppressziv kezelések elofordulasa a
teljes SLE-s beteganyagban.

anti-f2GPI: anti-beta2-glycoprotein I, ANA: anti-nuclearis antitest, anti-dsDNA. kettésszalu
DNS elleni antitest - anti-double stranded DNA. * eldforduladsi gyakorisdg csak a nébetegek
szamabol szamolva; a major szervi manifesztdaciok vastag betiivel szedve
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4.24.2. A klinikai kép kiilonbozoségei antifoszfolipid antitest-pozitiv és —negativ betegek
kozott.

A klinikai és laboratoriumi eltérések gyakorisagat 6sszehasonlitva az APA-pozitiv (n=105) és
APA-negativ (n=119) betegek koOzott azt tapasztaltuk, hogy nemcsak a vénas
thromboembolias események vart — és definiciobol kovetkezd — prevalenciajaban volt
szignifikans kiilonbség a két alcsoport kozott, hanem az endocarditis, a haemolytikus anaemia
¢s a thrombocytopenia is gyakrabban volt megfigyelheté APA-pozitivitas esetén. Ezek koziil
ugyan az endocarditisnél nem volt szignifikdns statisztikailag a kiilonbség, de ez minden
bizonnyal az alacsony elemszamnak tudhaté be, hiszem mindharom non-bacterialis (Libman-
Saks) endocarditises betegiink APA-pozitiv is volt. Az egy betegben eldfordult szervi
manifesztaciok szama, ami a betegség sulyossagat ¢és terhét jelzi az adott beteg
vonatkozasaban, szintén szignifikinsan magasabb volt akkor, ha APA volt konzekvensen
kimutathat6 a betegben (/0. Tablazat)

A (valaha Vénas H ik h b
eléfordult) Endocarditis thrombo- a;a:;c;z]ti; us . tgone]nioa_
szervi . embolia ytop
manifesztaciok n (%) . n (%) n (%)
szama (atlag) n (%)
APA+ 76 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. Tablazat. Az APA-pozitiv és —negativ SLE-s betegek osszehasonlitasa sordan kapott
fontosabb eltérések

APA: antifoszfolipid antitest

4.2.4.3. A klinikai kép dsszevetése APS-Sel tarsulo illetve APS nélkiili SLE-s betegek kozott

Az Osszes megvizsgalt paraméter gyakorisagat Osszevetettiik aszerinti felbontasban is, hogy
az SLE-hez tarsult-e APS vagy sem. A /1. Tablazatban lathato, hogy jelentdsen kiilonbozik a
betegség lefolyasa a két alcsoportban. Amennyiben az APA-pozitivitashoz a kritériumokban
megadott artérids vagy vénas thromboembolids ill. sziilészeti komplikécio is tarsult, akkor
nagyobb eséllyel tapasztaljuk nemcsak e kritériumtiinetek jelenlétét
betegcsoportban, hanem szignifikdnsan gyakoribb a nephritis, a myocarditis, az interstitialis

a vizsgalt

pneumonia, az organikus agyi szindroma vagy a thrombocytopenia eléfordulasa is. Ennek
megfelelden a szervi manifesztaciok szdma is magasabb, ezen beliil a major manifesztacioké
is, sOt ez utdbbiak vonatkozasaban még nagyobb, tobb mint kétszeres gyakorisag-ndvekedést
tapasztaltunk APS esetén, pedig utobbi 0Osszehasonlitasban a stroke-ot, mint APS
kritériumtiinetet, ki is vettik a major manifesztaciok kozil. Lathatd, hogy a sziv-, illetve
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tiildéérintettség kb. haromszor, a nephritis kozel kétszer gyakrabban fordul el6 APS-sel jard
SLE-s betegekben. Nem meglepd, hogy az intenziv immunszuppresszidt jelzd iv.
corticosteroid és iv. cyclophosphamid kezelést
betegcsoportban, hasonléan a — gyakran, de természetesen nem mindig, az el6bbiek

gyakrabban alkalmaztuk ezen

folytatasaként fenntarté immunszuppresszio céljara alkalmazott — azahtioprinhez.

SLE + APS SLE APS nélkiil

n=52 n=172
Stroke 15.4% 1.2%
Vénas thromboembolia 75.0% 2.3%
Ismétl6do spontanvetélés 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 szindroma 13.5% 5.2%
Thrombocytopenia 26.9% 17.8%
A (valaha el6fordult) szervi
manifesztaciok szama (atlag) 8.1 6.9
A (valaha el6fordult) major
szervi manifesztaciok szama 12 0.5
(atlag)
iv. corticosteroid 56% 32%
azathioprin 52% 29%
cyclophosphamid 39% 22%

11. Tablazat. A klinikai kép kiilonbsége APS-sel tarsulo illetve anélkiil jelentkezo SLE-S

betegek kozott.

A tablazat a szignifikans eltérést mutato szervi manifesztaciok, a betegek kezelésében
alkalmazott terapiak aranyat, illetve a valaha eldfordult szervi manifesztaciok, és azon beliil
major szervi manifesztaciok szamdt (atlag) mutatja be. Minden dsszehasonlitasban: p<0,05.
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4.3. A biologiai terdpia leépitésének lehetoségei kronikus arthritisekben

A betegek atlag életkora RA esetében 60 év volt /21-84 év/ , AS esetében 46 év /20-67 évl,
AP esetében 57 [24-74 év/ volt. A 126 RA-s beteg koziil 97 betegnél tortént anti-citrullinalt
peptid (ACPA) antitestmeghatarozas, mely ezen betegek 68 %-aban (66 beteg) volt pozitiv,
mig a rheumatoid faktorrdl (RF) 121 beteg esetében volt adatunk, ezen betegek 66,9 %-ban
(81 beteg) volt RF pozitivitas. A 112, eziranyban vizsgalt beteg koziil 58 %-ban (65 beteg)
latszottak erosiv eltérések a kéz rontgen felvételen.

A biolégiai terapia tartés leallitasanak okait a 25. Abrdn mutatjuk be, dsszevonva a harom
betegcsoportot. Leggyakrabban abszolut vagy relativ ellenjavallat megjelenése volt a leallitas
oka, gy mint mellékhatas (ezen beliil 20 esetben /11,4 %/ allergias reakcio), gyakori vagy
kréonikus infekcidk, ill. tumor megjelenése, vagy annak gyantija €s tumorkutatas. De gyakran
fordult el az is, hogy tartds remisszié miatt dontott ugy a kezeldorvos illetve a beteg, hogy a
tovabbiakban megprobaljdk biologikum nélkiil kezelni a betegséget, ugyanakkor sok esetben
hatastalansag, maskor a nem megfelelonek itélt beteg-compliance és az abbol eredd esetleges
kockazatok képezték a ledllitds okat. Voltak arra példak, hogy csaladtervezés miatt allt le a
kezelés, illetve néhany ritkabb ok, mint pl. kiilfoldi munkavallalas is szerepelt.

H mellékhatds (n=32)

M fert6zés (n=25)

B tumor (n=21)

M remisszié (n=18)

M csaladtervezés (n=7)

M hatdstalansag (n=28)

1 elégtelen compliance (n=27)

M egyéb (n=17)

25. Abra. A biolégiai terdpia tartés ledllitdsanak okai a vizsgdlt RA-S, AS-s és AP-s betegek
korében

Esetszamok: RA: 126, AS: 38, AP: 11.

A biologiai terapia tartos leallitasa utani korlefolyasrol 81 RA-s és 17 AS-s, valamint 2 AP-s
betegtdl allt rendelkezésre kell6 mennyiségli utdnkovetési adat, igy a tovabbiakban csak az
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RA-s ¢és az AS-s betegek adatait analizaltuk. A fontosabb adatokat a /2. Tdblazatban
foglaltuk ossze.

Az atlagos betegség-fennallasi id6 (a diagnoézis felallitasatol szamitva a vizsgalat idopontjaig
eltelt idotartam) RA esetében 180 honap volt (32-612 honap), mig AS esetében 186 honap (9-
396 honap), vagyis, az akkori trendeknek megfelelden nagy tobbségében mar régota fennalld
betegségben szenvedtek. A bioldgiai terdpiat a ledllitaskor RA esetében atlagosan 20 (1-60
honap), mig AS esetében atlagosan 13 honapig (0,5-39 hoénap) kaptak. Az RA-s betegek
esetében 44,4 %-ban, AS-s betegek esetében 41,1 %-ban fordult el bioldgiai terapia valtas
ezen id6szak sordn.

RA esetében a betegek 40,7 %-dban (n=33) volt alacsony betegségaktivitds a terapia
leallitasakor, mig 17,2 %-ban (n=14) magas aktivitds mellett tortént a terapia befejezése. Az
utankovetési id6szak végén, atlagosan 22 honap utankovetés utan, a betegek 33,3 %-ban
(n=27) alacsony, 45,7%-ban kozepes (n=37), 20,9 %-ban (n=17) pedig magas volt az
aktivitds. Azon RA-es betegek, akiknél alacsony betegségaktivitds mellett tortént a biologiai
terapia leallitasa (n=33) 60,6 %-ban (n=20) remissziéban maradtak, és csak 15,1 %-ban (n=5)
fordult eld relapsus, ami atlagosan 15 hoénappal a bioldgiai terdpia felfiiggesztése utan
kovetkezett be. A ledllitds utdn is remisszidban maradd betegeknél a remisszié hossza
atlagosan 16 honap (3-48 honap). Azon RA-s betegeknél, akiknél a bioldgiai terapia
leallitasakor alacsony volt a betegségaktivitas, €s jelenleg is alacsony maradt (n=20), 50 %-
ban csak a hagyomanyos DMARD terapiat kaptak, 20 %-ban glucocorticosteriod terapiat, 20
%-ban DMARD ¢és glucocorticosteroid terapiat egyiitt, mig 10 %-ban semmilyen terapiat sem
kaptak.

Ami a ledllitas utani korlefolyas prediktorait illeti, a remisszid hossza forditott ardnyossagot
mutatott a leallitaskor tapasztalt betegség-aktivitassal, valamint szintén forditottan aranyos
volt a bioldgiai terdpia hosszéval (p<0,05). Hasonloképpen, a relapsus bekovetkezése
Osszefliggést mutatott a leallitaskor mért betegség-aktivitassal (atlagos DAS28 3,3 + 1,33
azon betegek kozott, akinél nem lett relapsus vs 4,2 + 1,15 akiknél lett, p<0,05), és kozel
szignifikans eltérés volt a biologiai kezelés tartamaban a két alcsoport kozott (relapsus lett:
26,3 = 19,3 honap, relapsus nem lett: 18,5 = 16,1 honap, p=0,08). Ezzel szemben nem volt
Osszefiiggés a relapsus megjelenése, illetve a remisszidban maradas tartama és az ACPA vagy
a rheumatoid faktor jelenléte kozott. Nem fliggdtt a relapsus megjelenése, valamint a
remisszioban maradas attol sem, hogy milyen okbdl tortént a bioldgiai terapia leallitasa, hogy
a bioldgiai terapia tartds ledllitasat kovetden kaptak-e DMARD vagy corticosteroid kezelést a
betegek. Illetve attol sem, hogy a diagndzis felallitasat kdvetden hany honappal indult el a
bioldgiai terapia.
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RA AS
(n=81) (n=17)

Fennallasi id6 a diagnosis 6ta (honap) 180 /32-612/ 186 /9-396/
A biologiai terapia hossza (hénap) 20 /1-60/ 13 /0.5-39/
Betegek %-os aranya, akiknél legalabb egy 44.4 4111
biologikum-valtas tortént
Betegség-aktivitas a leallitaiskor (RA: DAS28, 3.76 /1.5-6.8/ 4.05/1.0-8.7/
AS: BASDAI)
A leadllitas idején alacsony betegség-aktivitassal 40.7 17.6
rendelkez6 betegek aranya
A leallitas idején kozepes betegség-aktivitassal 521 204
rendelkezé betegek aranya
A leadllitas idején magas betegség-aktivitassal 17.2 52.9
rendelkezé betegek aranya

12. Tablazat. Az utinkovetett RA-s és AS-es betegek egyes klinikai adatai

Az utankovetett RA-s betegeknél 6 beteg esetében keriilt sor a bioldgiai terapia tartos
leallitasara régdta fennalld remisszid miatt. Mind a hatan valtozatlanul remisszidoban voltak a
felmérés idején is, harom esetben hagyomanyos DMARD kezelés mellett maradt inaktiv a
betegség 17 hoénappal, 37 honappal illetve 55 honappal a ledllitas utan. Keét beteg
corticosteroid és DMARD kezelés mellett maradt remisszioban 19 és 7 honapja, egy beteg
pedig minden specifikus terapia nélkiil 3 honapja.

AS esetében a terdpia leéllitdsakor a betegek 17,6 %-aban (n=3) volt alacsony az aktivitas,
29,4 %-aban (n=5) kozepes aktivitds (BASDAI 2,1 és 4 kozott), 52,9 %-aban (n=9) pedig
magas volt. Atlagosan 20 honap utankovetés utan 11,7 %-ban (n=2) tapasztaltunk alacsony
aktivitast, 35,2 %-ban (n=6) kdzepest, €s 52,9 %-ban (n=9) volt magas az aktivitds. A betegek
35 %-aban (n=6) fordult eld relapsus. Még azon 8§ beteg koziil is, akiknél BASDAI < 4, azaz
alacsony vagy kozepes betegség-aktivitas idején allt le az anti-TNF kezelés, 4-nek relapsusa
lett atlagosan 6 honappal /3-9/ a leallitas utan. Az AS-s betegek koziil két esetben
sulfasalazine terdpiat alkalmaztunk a biologikum elhagyasat kovetden is, ezen két beteg koziil
az egyik esetben alacsony betegség aktivitas mellett allt le a bioldgiai terapia, és nala alacsony
is maradt az aktivitds, mig a masik esetben magas aktivitasnal allitottuk le, és ez az
utankdvetés soran sem csokkent. Az alacsony betegségaktivitast mutatd beteg a sulfasalazine
terapia mellett kis dozisu corticosteroid terapiat is kap. Az AS-s beteganyag vizsgalata soran
az alacsony betegszdm miatt nem kaptunk statisztikailag értékelhetd eredményeket arra
vonatkozoan, hogy mi befolyasolja a relapsus megjelenését illetve a remisszidban maradast.
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5. Megbeszélés

5.1. Sicca tiinetek pathogenesise SS-ben— acetylcholin receptor elleni antitestek potencidlis
szerepe

Munkank soran azon hipotézisekbdl indultunk ki, hogy SS-ben a klinikai képet gyakran
dominal6d sicca tiinetek hatterében nem(csak) az exokrin mirigydllomany irreverzibilis
pusztulédsa 4ll, hanem potencialisan befolyasolhatdé immunoldgiai folyamatoknak is szerepiik
van. A paraszimpatikus idegrendszer miikddészavaraval kapcsolatos sajat ¢és szakirodalmi
megfigyelések azt sugalltak, hogy a cholinerg neurotranszmisszi6 zavara egy ilyen potencialis
tényezd lehet, és ennek lokalizaciojat eredményeink alapjan az m3AchR-ben feltételeztiik.
Ezért, a betegségre jellemzd polyclonalis immunglobulin taltermelddést is figyelembe véve,
anti-m3AchR antitestek keresését kezdtiik el.

Munkank kezdetén két, egymastol fiiggetlen munkacsoportnak voltak egy-egy publikaciot
eredményez0, friss adatai, melyek allatkisérletes modellekben acetylcholin-receptorral reagalo
antitestek jelenlétére utaltak SS-ben (45,46). Pathogenesis, diagnosztika és terapids
vonatkozasok alapjan is fontosnak tartottuk, hogy a human m3AchR-t, mint antigént
befolyasold autoantitestek jelenlétét és szerepét kutassuk, és hogy a gyakorlatban is jol
alkalmazhaté immundiagnosztikai tesztet dolgozzunk ki. FObb eredményeink a
kovetkezokben foglalhatok 6ssze. A human m3AChR masodik extracellularis hurokszakaszan
keresend6 az immundominans antigén-determinans, de a harmadik extracellularis hurok is
relevans antigén-lokalizacio lehet, és ezek alapjan a receptor ellen oligo- vagy polyclonalis
autoimmun valasz feltételezheté SS-ben. Szintetikus peptid formaban nem, de GST-vel fuzids
fehérje formaban elkészitett antigént hasznalva ELISA-val m3AChR ellenes antitestek
mutathatok ki magas szenzitivitassal €s specificitassal SS-ben. Az antitestek koroki szerepét
tamogatja, hogy ki tudtuk mutatni k6tédésiiket a nyalmirigyek acetylcholin-receptoraihoz.

Sajat kisérleti eredményeink publikalasa utdn még szamos munkacsoport is kozolt
eredményeket az m3AChR kiilonb6z6 régioin elhelyezkedd epitopok elleni antitest-
vizsgalatokrol. Ezek kozott szerepelnek negativ konkluzidk is, vagyis az, hogy nem talaltak
anti-m3AChR antitesteket SS-ben (48, 191, 192), de tobbségében az antitestek valtozo
gyakorisagli jelenlétér6l szamoltak be; epitopként mind a masodik (193-195), mind a
harmadik extracellularis hurok felmertilt (196, 197), az eléfordulasi gyakorisag pedig 11/122
¢és 9/11 kozott mozgott (194, 195). Az immundetektalas modszere is igen valtozatos volt, €s
az latszik, hogy a hagyomanyos peptid ELISA modszert haszndlo kisérletek, sajat
munkankhoz hasonldéan, nem voltak eredményesek az anti-m3AChR kimutatasara (48, 191,
192). Ezzel szemben az antigén sokszor igen bonyolult modositasa (pl. kinai horcsog ovarium
sejtkultiraban torténd expresszidja (195), felszini plasmon-rezonancia technikaval torténd
mérése (196), in-cell Western blotting m3AChR-ral transzfektalt sejtekben (198) vagy az
epitop ciklikus formaba torténd atalakitasa (199) szerepelt még az antigén-prezentacios
eljarasok kozott, valtozo eredménnyel.
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Sajat munkank is azt igazolta, hogy a feltehetden konformacids epitéppal szembeni
immunvalasz detektalasara a lineéris peptidek nem alkalmasak. Két fiiggetlen vizsgélatunk,
melyeket fiiggetlen betegkohorszokon ¢és eltérd antigénekkel végeztiink, azt mutatta, hogy a
masodik extracellularis hurkon elhelyezkedé KRSE és AGSE szekvencidk és a harmadik
hurkon lokalizalt YNIP peptid ilyen mddszeri prezentalasa magas szenzitivitasu, de mérsékelt
specificitasu. Az el6z0 bekezdésben emlitett, az m3AchR térbeli strukturajat megorizni
szandékozd modszerek valoban lehetové tették az antitestek kimutatasat, azonban
munkaigényességiik, koltségiik miatt nem valhattak a rutin diagnosztika részévé. Emiatt, bar
vellink egyiddében ill. nem sokkal utanunk szamos munkacsoport foglalkozott az anti-
M3AChR antitestek kimutatasaval SS-ben, és a kérdést tobb review is igen fontosnak, mind
pathogenesis, mind diagnosztika szempontjabdl sarkalatosnak értékelte (200-204), 2010. utan
jelentdsen visszaesett a témaéval foglalkozé eredeti kézlemények szama. Ugy gondoljuk
azonban, hogy eljarasunk, melyben GST-vel fuzidban, és dimer forméban prezentaljuk az
ELISA vizsgélatkor az m3AChR-specifikus epitopot, alkalmas a megfelel6 antigenitast
biztositd térbeli konformécio felvételére. Igy az eljards tapasztalataink alapjan kelld
specificitasu és szenzitivitasu lehet a primer SS és nemcsak az egészséges személyek, hanem
mas szisztémdas autoimmun betegek, illetve SS-t utdnzé korképek differencial-
diagnosztikajara is. A GST-fuzios eljarast egyéb antigének, elsésorban nagy fehérjéken
elhelyezked6, nem-linedris epitopok azonositasara is ajanlani tudjuk, ahogy azt
munkacsoportunk tagjai korabban mar sikeresen is alkalmaztdk a bullosus pemphigoid
diagnosztikajaban (49). Kiemelem azt is, hogy amikor a KRSE szakasz helyett masodik
programunkban az ezt a szekvenciat tartalmazo, de hosszabb AGSE peptidet hasznaltuk, a
kimutatds specificitisa jelentdsen csokkent (bar az eredmények kozvetlenil nem
Osszehasonlithatdk), sot a szintetikus peptidekénél is alacsonyabba valt. Feltételezhetd, hogy a
rovidebb YNIP szakasz jobb diagnosztikai hatékonysaga is ezzel magyardzhatd. Ezért a —
standard epitop-mapping eljarasokhoz hasonléan — az MHC-kapcsolt antigén-prezentalés
¢lettani folyamatahoz kozel allo rovidebb, 7-12 aminosavas szekvenciak GST-fuzionalt
formajat valoszinlsitjiik a sikeres diagnosztikai médszer kifejlesztéséhez sziikséges tovabi
kutatasok valasztandd modszerének. Az igy kivalasztott antigén(ek) tesztelésére nagy
esetszamu, tobb kozpont akar nemzetkdzi egyiittmiikodésével megvaldsuld vizsgalat lenne
alkalmas. Az emlitett nehézségek és a kutatasi érdeklédés mas iranyba fordulasa miatt
azonban e munka elvégzésére mar munkacsoportunk sem vallalkozott.

Az immundetektalason €s diagnosztikai értéken kiviil érdekes kérdés az acetlycholin hatasat
receptorialis szinten gatlé autoimmun folyamat igazolasa is, vagyis hogy van-e pathogenetikai
szerepe, igy esetlegesen érdemes-e terapiasan is figyelembe venni a feltételezett anti-m3AchR
antitesteket. Microfluorimetrias, patch-clamp és immunofluorescens konfokalis mikroszkdpos
vizsgalatok egybehangzoan azt igazoltak, hogy az SS-s betegekbdl szarmazd IgG gatolja a
cholinerg agonista altal kivaltott intracelluldris calciumszint-emelkedést, a K+ ¢és a Cl-
ioncsatornak  aktivalodasat mind kisérleti  allatokbol, mind emberbdl szarmazo
nyalmirigysejtekben (205-207). Mas kisérletekben azt mutattak ki, hogy az SS-s IgG gatolja a
nyalszekrécioban kulcsszerepet jatszo aquaporin-5 normalis transzportjat a sejtfelszinre (208),
vagy prosztaglandin E2, illetve matrix metalloproteninaz-3 termelédését serkenti a nyalmirigy
sejttenyészetekben (210). Az SS-s betegekbdl szarmazé IgG m3AchR-specifikus modon
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gatolta kisérleti allatok htgyholyag-simaizomsejtjeinek vagy colonjanak cholinerg-agonista
altal kivaltott 0sszehtizodasat is (210, 211). Mindezek meggydzden tdmogatjak, hogy SS-S
betegekben az m3AChR-en keresztiili normalis neurotranszmissziot gatld immunglobulinok
vannak jelen, azonban igy gondoltuk, fontos azt is igazolni, hogy e jelenség nemcsak in vitro
kisérleti elrendezésekben torténik meg. Ennek feltétele az, hogy az anti-m3AchR antitestek
emberi nyalmirigy-beli kotddését tudjuk igazolni, melyet munkacsoportunk elsdként tudott
bizonyitani.

A fénymikroszkdopos immunfluoreszcencia dnmagaban annyit képes bizonyitani, hogy SS-s
betegek széruma normalis human nyalmirigyekhez képes kotédni, illetve SS-s betegek
nyalmirigyeiben mar in vivo beko6tédott antitestek mutathatok ki. Az m3AChR 213005 €llenes
tisztitott, monospecifikus ellenanyag egyértelmii kotédése a sejtek basolateralis membranjan,
kihagyva mads, a tisztitatlan szérummal reagaléd teriiletet, mar er0sebben tdmogatja annak
lehet6ségét, hogy az m3AChR-rel reagald antitestek vannak a SS-s betegek szérumaban. A
még pontosabb bizonyitékot az immun-elektronmikroszkopos vizsgalatok adtak, melyek mar
egyértelmii lokalizacioban, a cholinerg idegvégzodésekben mutattdk ki a szérum
kapcsolodasat az antigénjéhez. A lokalizacido mellett az m3AChR-specifikus tisztitott Ig-
frakcio kotédése, ennek az m3AChR213228 antigénnel tortént eldzetes inkubaciot kovetd
gatldsa, valamint a VIP-pel, mint a cholinerg végkésziilékek markerével torténd egyiittes
lokalizacidja igazolja, hogy valoban a feltételezett antigénnel szembeni autoantitesteket
mutattuk ki. Mindez nemcsak az anti-m3AChR antitestek korélettani szerepét tamasztja ala
SS-ben, hanem a mM3AChR213.228 mint a masodik extracellularis hurkon elhelyezkedd
immundominans epitop kivalasztasanak helyességét is tamogatja.

Eredményeink természetesen tavol vannak attol, hogy kozvetlen terdpids kovetkeztetést
lehetne levonni beldliik. Mindenesetre azt tudjuk a cholinerg agonistakkal végzett terapias
vizsgalatok alapjan, hogy hatékonysaguk igen kérdéses és korlatozott, valamint szdmos
mellékhatassal jarhatnak, akar pilocarpint, akar a m3AChR-re specifikus cevimelint
hasznaltak a vizsgalatok soran (212-215). A fentiek alapjan ez annak is betudhaté lehet, hogy
az autoantitestek altal elfoglalt receptoron 4t nem tud elégséges ingert kelteni a cholinerg
agonista, illetve, ahogy az emlitett funkcionalis kisérletek is mutattdk in vitro, egyéb
mechanizmussal, akar nem-kompetitiv modon is, de gatolja az m3AChR-en keresztiil
megvalosuld neurotranszmissziot a receptor-ellenes antitest. Ezzel szemben vannak adatok a
B-sejteket gatlo célzott terapia, a rituximab hatékonysagarol SS-ben (215-218). Ugyan ezen
eredmények sem mutatnak sajnos atiitd hatékonysagot, illetve csak a betegek egy részében
tintek hatékonynak a szerek, de reményt adnak arra, hogy az autoantitest-gatld terapias
megkozelitések, akar monoclonalis antitest, akar mas specifikus immunterapia formajaban, a
jovoben jobban tudjdk majd befolyasolni a betegek szamara sokszor nagyon rossz
életmindséget okozo sicca tlineteket.

5. 2. A klinikai képet alakité pathogenetikai eltérések vizsgdlata SLE-ben

Amint a Bevezetésben emlitettem, SLE-ben a T-sejtek szamos funkciojuk soran korosan
milkodnek, ezért az SLE pathogenesisének vizsgalatat célzo kutatasaink soran is a T-sejtekre
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koncentraltunk. Két olyan folyamatot vizsgaltunk, melyekkel kapcsolatban egy-egy
allatkisérletes eredményen vagy altalanos immunoldgiai sejtélettani vizsgalatokon til még
nem torténtek human mintakat felhasznald kutatasok SLE-ben. A Gal-1 SLE-ben jatszott
szerepének kutatasat Osszekapcsoltuk a Gal-1-indukalt immunfolyamatok, konkrétan az
apoptosis indukcié6 mechanizmusainak alapkisérletes vizsgélatdval is, mivel laboratoriumi
partneriinknek, a Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Lymphocyta Jelatviteli Laboratériumanak
ebben sok éves tapasztalata €s sikeres tevékenysége volt.

Kisérleteink eredményeként leirtunk egy j immunologiai mechanizmust, ami SLE-ben is
szerepet jatszhat a T-sejt diszfunkcid kialakitasaban. Normalis esetben a jellemzden antigén-
prezental6 sejtek vagy a kiilonb6zo kotdszoveti sejtek altal expresszalt Gal-1 kapcsolddik a T-
sejtek felszinén taldlhatd glikoprotein természetli partnereihez, és a T-sejt miikodést gatlo
szabalyozo funkcidkat fejt ki. Ennek mechanizmusa lehet apoptosis indukcid, kiilondsen a
Thl és a Th17 alcsoportokban, vagy Treg iranyu differencialodéas indukalasa. Ezen funkciok
fontos szerepet toltenek be az immunvalasz lecsengésében, a normalis immunhomeosztazis és
T-sejt aktivacids kiiszob fenntartdsdban. Amennyiben azonban a T-sejtek aktivacidjuk soran
nem expresszalnak kelld6 mennyiségili intracellularis, de novo szintetizalt endogén Gal-1-t,
akkor az exogén Gal-1 hatdsaval szemben is rezisztensek lesznek. Ennek kovetkezménye
csOkkent Thl és Th17 apoptosis és korosan fokozott T-sejt mitkodés lesz, ami eldsegitheti
autoimmun folyamatok indukcidjat vagy fenntartasat. Egér T-lymphocytdkon és Jurkat
sejteken szerzett megfigyeléseink teljes mértékben visszakdszontek SLE-s lymphocytakon
végzett méréseink soran, ahol aktiv betegség idején csokkent endogén Gal-1 MRNS
expressziot és exogén Gal-1-gyel szembeni csokkent apoptosis valaszt talaltunk. Ha
ugyanezen betegek sejtjein megismételtiik a méréseket egy késébbi idopontban, amikor
betegségiik inaktivva valt, a leirt eltérések megsziintek. Természetesen utobbi eredményeink
csak leiro jellegliek, egy konzekvens asszocidciot tarnak fel az endogén és exogén Gal-1
szintek kozott, de — ellentétben az egér és Jurkat sejteken végzett kisérleteinkkel — kozvetlen
ok-okozati Gsszefliiggést nem lehet megallapitani.

A leirtak mechanizmuséanak pontos tisztazasa tehat még varat magara. E18szor is, mivel a Gal-
1 szamos sejtfelszini ligandhoz képes kotédni, pl. CD45 (79), CD43 (219), CD6 (220), stb.
intracellularis jelatviteli folyamatot képes a kotddése befolydsolni. Egyik legjobban jellemzett
folyamat a Gal-1 apoptosist indukalé hatasa, ennek mechanizmusanak a leirasaban
munkacsoportunk tagjainak kulcsszerepe volt (71,78,80). A befolyas természete és mértéke a
sejt aktivaltsagi allapotatol, a sejtfelszini glikoproteinek aktudlis Osszetételétdl is fiigg. Még
kevesebbet lehet tudni az endogén Gal-1 szerepérdl €s expresszidjanak szabalyozéasarol: az
egyik, hogy a sejtmembranhoz kapcsolja a H-Ras onkogént (221), a masik, hogy a Gemin4-en
keresztiil befolyasolja a spliceosomak miikodését (93). Egyik funkcid sem jatszik szerepet az
immunrendszer mitkodésében, és nem igényel szénhidrat-kapcsolodast (222-223). A Gal-1
génjének promotere metilacio- érzékeny (224), bar nem vilagos ennek kapcsolata jelen
eredményeinkkel, mivel aktiv SLE-re a gének altalanos alulmetilaltsaga és igy fokozott
transzkripcio a jellemzo.
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A Gal-1-et sok autoimmun betegség allatmodelljében vizsgaltak, és kapcsolatba hoztak
rheumatoid arthritis, colitis, hepatitis, nephritis, encephalomyelitis, myasthenia gravis és SLE
kialakulasaval is (77, 95, 97, 161, 225, 226). Munkank az els6, mely igazolta, hogy a Gal-1 az
SLE-s betegekben is koros szerepet jatszik, és tigy tlinik, hianya egy lehet az SLE-s T-sejtek
komplex mikddészavarat kivaltdé sok tényezd koziil. A normalisan immunregulator
funkciokat ellatd Gal-1 hidnya, illetve a vele szemben fennalld rezisztencia a T-sejtek koros
aktivacigjat, kiilonosen a Thl és Th17 vonal fokozott mikodését, valamint csokkent Treg
iranya differencialodast illetve Treg funkciot okozhat. Mivel a Gal-1 a tumorok elleni
védekezésben is fontos szerepet jatszik, kozvetlen terapias felhasznalhatosaga SLE-ben mar
csak ezért sem redlis opcid, ezért is tartottuk fontosnak az altalunk leirt jelenség pontosabb
megismerését, hogy ezaltal esetleg szelektiv és biztonsagos terdpias célpont azonositasdhoz
tudjunk hozzajarulni.

crer

1 altal kivaltott apoptosis szabalyozasanak iranyaba fordult. Erre azért is sziikség volt, mert az
els6 kérdés, ami nyitva maradt, hogy az exogén Gal-1-gyel szembeni rezisztencia hatterében
nem allhat-e az, hogy a Gal-1 nem, vagy kevésbé kotddik a T-sejtek felszinéhez. Ehhez a
sejtfelszini glikoproteinek Osszességének (a glikom-nak) az Gsszetételét, a potencialis Gal-1-
koté helyek mennyiségét kellett feltérképezni, amit Osszekotottiink a sejtfelszini glikom
kialakitdsaban szerepet jatszo glikozilacidés enzimek expresszidjanak Osszehasonlitdsival
SLE-s és egészséges személyek kozott. Eredményeink azt mutattdk, hogy az elézdekben
ismertetett mechanizmuson tul egy masik folyamat is szerepet jatszik az SLE-s T-sejtek Gal-1
iranti rezisztenciajaban, az, hogy kevésbé kotik az extracellularis Gal-1-t. Megfigyeltiik azt is,
hogy mig egészségesekben a T-sejtek lektinkotése nyugalmi allapotban viszonylag alacsony,
majd hatom napos aktivacio utan jelentésen megemelkedik — vagyis a sejtfelszini
glikoproteinek szama ¢és a szénhidrat oldallincok mennyisége és komplexitasa jelentdsen nd,
hozzajarulva ezzel a sejtek kozotti adhézio és jelatvitel fokozodasahoz — addig SLE-s T-
sejtekben mar nyugalmi allapotban is emelkedett volt a lektinkotési aktivitds, ami viszont
aktivacio soran mar alig emelkedett, igy végiil a kontrollokkal egyezd lett — kivéve éppen a
Gal-1-t, melynek kotddése aktivalt allapotban szignifikansan elmaradt a kontrolloktol. Ez a
jelenség megfelel annak a sokszor megallapitott ténynek, hogy SLE-ben a T-sejtek mar az
antigénnel torténd taldlkozas eldtt eldaktivalt, ,,primed” dallapotban vannak, aminek
kovetkeztében kisebb (auto)antigén koncentracioé ill. kevesebb ko-stimulécio is elindithatja az
autoimmun folyamatot (17, 227). A T-sejtek glikozilacios mintazatanak ezen eltérését is
elészor mi irtuk le, ahogy a Gal-1 csokkent sejtfelszini kotddését is.

A glikozidaciés enzimek expresszios mintazatanak vizsgalata egy potencialis magyarazatot is
szolgaltatott a Gal-1 csokkent kotddésére. Az enzimek koziil az ST3GAL6 expresszidja
magasabb volt SLE-ben, mint egészségesekben, mig a tobbi enzim mRNS szintje 6nmagaban.
nem tért el a kontrolloktol. Ismert azonban, hogy a termindlis szidlsav komponens, amely
mintegy ,,sapkaként” dontd mértékben befolyasolja az egész szénhidratlanc hozzaférhetdségét
a kilonbozd szénhidratkotd fehérjékhez, kialakitdsaban a szializaciot végzd szialil-
transzferazok ¢€s a szidlsav lehasitasat végzé neuraminidazok koordinalt miikodésének
eredojetol fiigg. Ebben is kiilonbségeket lattunk SLE-s és kontroll személyek kozott,
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méghozza a szializaciét végzO enzimek expresszidjanak tulsulyat jelezve. Ugyan az
enzimfehérjék szintjét nem mértiik, mégis a talalt eltérés funkciondlis relevanciajat timogatja
az, hogy a glikoziltranszferaz fehérjék mennyisége dominaldan transzkripcids szinten
szabalyozott (189), bar meg kell jegyezni, hogy a plazmaban levé szialil-transzferazok is
hozzéjarulnak a sejtfelszini fehérjék glikozilacidjahoz (228). Az enzimexpresszid eltérése
logikusan a szializacidés folyamatok talsulyat okozza, és ezt a hipotézist tamogatja az a
kisérleti eredményiink, miszerint a szidlsav eltdvolitasa neuraminiddz hozzaadasaval
korrigalta a Gal-1 kotés defektusat. gy valoszintsithetjiik, hogy a T-sejtek fokozott
szializaltsaga all fenn SLE-ben, mely elfedi a Gal-1 természetes ligandjainak tekinthetd
elagazo, N-acetyl-galakt6zamin tartalmt szénhidrat komponenseket. Megjegyezziik, hogy ezt
a mechanizmust talaltak annak hatterében is, hogy a Gal-1 sokkal kifejezettebb apoptosis-
indukalo hatast gyakorol a Thl és Thl7 sejtekre, mint a Th2 vagy Treg alcsoportra, mivel
utobbiak sejtfelszine erdsebben szializalt (73). Tovabba a mar hivatkozott kdzleményben,
mely a NZB/NZW lupusos egérmodellben irta le a Gal-1 gatlo hatasat a T-sejtekre, azt is
megallapitottak, hogy a T-sejtek felszini szializaltsdganak mértéke szoros korreldciot mutatott
a lupus nephritis kovetkeztében kialakult proteinuria mértékével (96). Liou és Huang mérései
soran emelkedett ST6Gall és ST3Gal-1/Neu3 aranyt talalt SLE-ben, de csak (nyugvo) B-
sejtek felszinén, a T-sejteken nem tapasztaltak eltérést a kontrollokhoz képest az enzimek
expresszidjaban, viszont a sejtfelszini szidlsav tartalom forditott korrelaciét mutatott a szérum
C3 komplementszinttel, vagyis magasabb szialsav tartalom a betegség magasabb aktivitasaval
jart egylitt (229). Az eredményeinktdl vald eltérésnek tobb magyarazata is lehet, az egyik
legfontosabb, hogy Liou és Huang nem aktivalt T-sejteket hasznalt, ami pedig az SLE-ben
zajlo immunfolyamatok jellemzésére relevansabb és elfogadottabb eljaras, valamint fehérje
szinten hataroztdk meg az enzimek mennyiségét, ellentétben a mi mRNS expresszios
méréseinkkel. Ugyanakkor fontos informacidé a mi munkank szempontjabol is, hogy
Osszefliggést tudtak kimutatni a magasabb szidlsav tartalom és a betegség-aktivitas egyik
paramétere kozott.

Hasonldéan a Gal-1 SLE-ben betoltott szerepéhez, a T-sejtek felszini glikozilacidjaval
kapcsolatosan is egyetlen allatkisérletes kozlemény talalthatdo a szakirodalomban, melyben
MRLIpr/lpr egértorzsben a szializaciot végzd enzimek fokozott expresszidjat talaltak,
valamint a vizsgélt, jelen esetben mucin tipust glikoproteinekkel reagalo lektinek kotédése is
intenzivebb volt a T-sejt felszinéhez (230). Human mintakkal kapcsolatos kisérletekrdl adatot
pedig a korabban emlitettek szerint egyediil Liou és Huang kozleményében talaltunk, ahol
nyugvo sejtek vizsgalataval foleg B-sejtekre vonatkozo megfigyelésekrdl szamoltak be (229).
fgy vizsgalataink 0j informéciokat szolgaltattak az aktivalt T-sejtek felszini szénhidrat-
Osszetételérdl és az azt kialakito gének milkddeésérdl, aminek egyik kozvetlen kovetkezménye
a Gal-1 csokkent kotédése, és ezaltal feltehetden gatolt immunregulator miikodése SLE-ben.
A Gal-1 hatasmechanizmusanak megértéséhez jarulhatnak hozza azok a kisérleteink, amelyek
azt mutattak, hogy ha az aktivalt T-sejteket Gal-1 hatas éri a kornyezetbol, pl. antigén-
prezentalo sejtek vagy szdveti mesenchymalis vagy mas eredetli sejtek részérdl, akkor az
immunoldgiai szinapszis szerkezete megvaltozik, szekvesztralodik beldle az Lck enzim. Az
Lck a T-sejt receptoron keresztiil 1étrejovo jelatvitel egyik nagy fontossagh korai résztvevoje.
A T-sejt receptor antigénkotésekor az immunoldgiai szinapszissa 0sszealld lipid raftokban
fokozodik az Lck aktivitasa azaltal, hogy az MHC-antigén komplex és a T-sejt receptor
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kapcsolodasa kovetkeztében aktivalodé CD45 foszfataz eltavolitja az Lck 505-6s pozicioban
levo tirozinjanak gatld foszfatcsoportjat (231). Az igy aktivalodod Lck foszforilalja a CD3 és a
zéta lanc ITAM aktivaldo motivumaiban levd tirozint, hozzajarulva igy a T-sejt receptor
jelatviteli kaszkadjanak elindulasahoz (231). Azzal, hogy eredményeink szerint a Gal-1
hatasara az Lck eltavolodik a T-sejt receptoroktol, potencialis magyarazatot tudunk
szolgaltatni a Gal-1-nek a T-lymphocytak aktivalodasat gatlo immunregulator funkcidjara.
Tobb kapcsoldodasi pont lehet a leirt mechanizmus és az SLE-ben észlelheté T-sejt
diszfunkcio kozott is. Sok adat szol ugyanis amellett, hogy utobbi részeként az Lck enzim
expresszidja és mikodése sem marad normalis: az Lck mennyisége alacsonyabb SLE-s
betegek T-lymphocytaiban, akar a lipid-raft frakciot, akar a sejtmembran egyéb teriileteit
vizsgaljuk (232). Ugyan az mRNS expreszié is csokken, de az Lck fehérje csokkent
mennyiségéért az ubikvitindcio-protaszoma uton torténd eltdvolitds tlint elsdsorban
felelosnek. Az SLE-s lipid raftokban ezzel parhuzamosan a GM1 gangliozid és a CD45
fokozott expressziojat lehetett kimutatni, és mint emlitettiik, mindkét komponens a Gal-1
fontos kotdési partnere. Azt is kimutattak, hogy az emlitett elvaltozasokat SLE-s betegek
széruma nem tudta kivaltani, hanem kozvetlen sejt-sejt kontaktus indukalta azokat, hasonléan
megvaltozott proximalis tirozin-kinaz aktivalodasnak a T-sejt apoptosisban, [L2-
termelddésben és ezaltal a periférias tolerancia indukcidjaban mind fontos szerepe van (233).
Egyeldre nem lehet megvalaszolni, hogy a Gal-1-nek, illetve a vele szemben kialakuld
rezisztencianak lehet-e koze az emlitett T-sejt diszfunkcios jelenségek kialakitdsdban SLE-
ben.

A T-sejtek miikddészavaranak hatterében végiil felmeriilt kutatasunk alapjan a TMEM203
molekulanak is a potencialis szerepe. Ennek az endoplazmatikus transzmembran fehérjének
partner kutatocsoportunk vizsgalatai el6tt nem volt ismert immunregulator szerepe. A
TMEM203 funkcidjanak részletes vizsgalata egyértelmiien igazolta, hogy a molekula fontos
szerepet jatszik a STING indukcidjaban, mivel génkiiités vagy —csendesités utan a STING
termelddés jelentdsen csokkent, €és az ezt kovetd 1épések, ugy mint az IRF3 upregulacidja és
az L. tipusu IFN-ok kovetkezményes taltermelddése is gatlodott (234). A TMEM203 fehérje
szoros kontaktusban volt a STING-gel, ahogy a kolokalizacids ¢és ko-immunoprecipitacios
vizsgalatok ezt kimutattdk. SLE-ben nem vizsgaltak rajtunk kiviil e molekula jelentdségét, igy
sem allatkisérletes, sem human funkcionalis vizsgalatok nem torténtek annak megvilagitasara,
hogy a fokozott TMEM203 expresszié mennyire jelentds szerepet jatszhat az IFN szignatira
jelentéseégét novelheti ugyanakkor az a kulcsszerep, ami a STING expressziora és IFN
termelddés szabdlyozasara kifejtett hatdsdban latszott. Ugyan a STING elsOsorban a
citoszolikus nukleinsavak altal indukalt IFN-termelddés kivaltasanak fontos mediatora,
aminek SLE-ben kisebb szerepe van az endosomalis DNS-hez és RNS-hez képest, de
fontossagat jelzi egyrészt, hogy funkcionyerd mutéacidja két autoinflammatorikus betegségnek
(familialis chilblain lupus (235) és a STING-associated vasculopathy of infancy (236)) is a
kozvetlen oka, masrészt az, hogy SLE-ben is szdmos kozleményben szamoltak be koroki
szerepérdl (237, 238). A harmadik, altalunk vizsgalt fehérje a MAVS szintén felmeriilt mar
SLE-vel kapcsolatosan, igazoltdk, hogy a reaktiv oxigén-gyokok altal modositott citoszolikus
DNS tobbek kozott a MAVS kozvetitésével hozza 1étre SLE-t indukald hatasait, tovabba hogy
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virusfertézésekben aktivalodasa ill. a fehérje mitochondrialis aggregacioja is IRF3
taltermelddést indukal, TLR-fiiggd és attol fliggetlen modon is  (239-241).

A masik, SLE-hez kapcsolodo témankra, az antiphospholipid antitest-pozitivitas és az SLE
klinikai megjelenésének alakuldsara vonatkozdan legfontosabb tanulsdgunk az, hogy nemcsak
a thromboembolids betegségek megelézésében kell gondolkodnunk, ha beteglinkben
konzekvensen APA-pozitivitast igazolunk, hanem fokozott figyelemmel kell lenniink pl. a
nephritis, interstitialis tlidobetegség vagy cytopenidk iranyaban is. Erre vonatkozd
tanulmanyunkban az APA-pozitivitds ¢€s a tarsulo6 APS az irodalmi adatokkal megegyezd
tartomanyban, a betegek szignifikdns hanyadaban fordult el6 (131, 242, 243). Az eddig is
ismert volt, hogy a vénds vagy artérids akut thrombotikus szovédmények (mély vénés
thrombosis, tiidéembolia, stroke, myocardialis infarctus) mellett sok egyéb,
microthromboticus vagy endothel aktivacios tiinet (pl. migrén, livedo reticularis,
ujjvasculiltis, Libman-Saks endocarditis) is gyakoribb APA jelenléte vagy APS tarsulasa
esetén (131-133,244-246). Arra is voltak adatok, hogy a haematoldgiai cytopenidk, elsdsorban
a thrombocytopenia, de a haemolyticus anaemia is kapcsolatba hozhatd6 APA-k jelenlétével
(247-251). Mindezek megerdsitése mellett adataink szerint tovabbi szervi manifesztaciok
kialakuldsara is kockéazatot jelent az APS tarsuldsa, ugy mint nephritis, interstitialis
pneumonia, pleuritis vagy myocarditis. Emellett a szervi manifesztaciok szdma is magasabb,
mar APA-pozitivitds esetén is, és ez a kiillonbség APS-tarsulas esetén még markansabb lesz.
Utobbi dsszehasonlitasban kiemelendd, hogy a major szervi manifesztaciok, az életfontos
szervek érintettsége is gyakoribb lesz, és ez nem annak tudhatdé be, hogy az APS-hez
kozvetleniil tarsuld szervi érintettségek szama hozzaadodik a tobbi szervi manifesztacio
szamahoz, hanem a ,,tisztan” SLE-hez kapcsolhatdo manifesztaciok szama is novekszik.

Az elmult években az SLE-s betegek jobb morbiditasi és mortalitdsi adatainak hatterében
elsdsorban nem 1j gyogyszerek megjelenése allt, hanem a korlefolyas prediktorainak jobb
azonositasa, az egyes szervi manifesztaciok hatékonyabb korai diagnozisa, és a prediktiv, az
irreverzibilis karosodast és a relapsusok kialakulasat megel6z6 hatékony immunszuppressziv
kezelés alkalmazasanak elterjedése (252). E prediktorok kozé tudjuk eredményeink alapjan az
APA- ill. APS-pozitivitast is sorolni, és gy gondoljuk, bar erre vonatkozd prospektiv
vizsgalatok nem torténtek, hogy akar interstitialis tiidObetegség iranyaban (rendszeres
1égzésfunkcios vizsgalat, sziikség esetén tiidé nagy felbontasu CT /HRCT/), akéar nephritis
iranyaban (proteinuria, haematuria, anti-Clq antitest, esetleg a jovoben még pontosabb
szérum vagy vizelet-biomarker (253, 254)) szorosabb kdvetést igényelnek ezek a betegek.

5.3. A biologiai terdpia leépitésének lehetioségei kronikus arthritisekben

Vizsgéalatunk értékének azt tekinthetjiik, hogy els6ként vetettiik fel Magyarorszagon, de
nemzetkozi Osszehasonlitdsban is Gjnak szamitott az a kérdés, hogy van-e lehetdség a
biologiai terapidk leépitésére, ha a betegség mar hosszabb ideje remisszidban van. Néhany
évvel azutan, hogy a vilag fejlettebb részein €s Magyarorszagon is elterjedtek a biologiai
terapidk az RA, AS és az AP kezelésére, leginkabb az volt vilagos, hogy kinél indokolt a
biologiai terapiak elinditasa, és mely tényezdk jelezhetik elére a kedvezd terapias valasz
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kialakulasat. Kelld tapasztalat alakult mar ki a biologikumok varhaté hatékonysagarol,
biztonsagossagarol, az egyes hatdstani csoportok, ill. csoporton beliili szerek kdzotti valtasrol,
a hagyomanyos DMARD kezeléssel szembeni elonyokrol, és a torzskonyvezés kiiszobén allo
célzott szintetikus DMARD-okhoz képest tapasztalt, vagy inkdbb feltételezett elonyokrdl és
hatranyokrol. Azonban egyre tobb beteg kapta mar hosszabb ideje, tobb éve a bioldogiai
kezelést, akiknél mind klinikailag, mind laboratériumilag teljes remisszi6 allt fenn, és mind a
betegben, mind az orvosban felmeriilt a kérdés, hogy mennyire hosszl tdvon van sziikség e
terapiak folytatasara, mi lenne, ha megprobalndk leallitani a terapiat. Az erre vonatkozo
prospektiv, randomizalt vizsgalatok tervezéséhez, ¢és a ,real life” tapasztalatok gyljtéséhez
tartottuk hasznosnak a tobbkozpontos felmérést, melybe viszonylag nagyszamu beteget
tudtunk bevonni.

Fontos kiemelni, hogy e betegek nem az addigi €s késObbi prospektiv vizsgalatok szelekcios
kritériumait teljesitd, tartés remisszidban levé betegek voltak, hanem a bioldgiai terapia
leallitasara az ¢€let adta okok, igy leggyakrabban ellenjavallat megjelenése miatt (mellékhatas,
fertdzes, tumor gyanuja), vagy a beteg kérése, ill. elégtelen compliance, hatastalansag vagy
csaladtervezés miatt keriilt sor. A miénkéhez hasonl6 ardnyban fordultak eld a leallitas okai
kozott fert6zés, egyéb mellékhatas vagy hatastalansag tobb hasonld felmérésben RA-ban
(255, 256), valamint egy brit felmérésben AS-ben is (257). Egy kérddives felmérésben 581
beteg (RA, AS és AP diagndzisokkal) valaszolt arra, hogy sajat dontésébdl miért hagyta el a
bioldgiai kezelést, ¢és 5 f6 ok rajzolédott ki statisztikailag  szignifikansan:
fajdalommmentesség, tobb mint egy biologikum hasznalata, subcutan (sajat maga altal
adagolt) szer alkalmazésa, negativ meggyozddések a biologikummal kapcsolatban és orvosi
vagy tarsadalmi tdmogatas hidnya (258). Ezen okok szdmos alkalommal megjelentek a mi
beteganyagunkban is a tartds remisszio, hatastalansag vagy rossz compliance kategdridkon
beliil.

18 esetben azonban a tartdos remisszido volt a leallitas kozvetlen oka, ami mar némi
kovetkeztetésekre lehetdséget adott az emlitett kérdés vonatkozédsaban is. Eredményeink
megerdsitették azt az egyébként varhatd Osszefliggést, hogy minél alacsonyabb betegség-
aktivitas idején torténik a leéllitas, annal nagyobb hanyadban fordul eld tartds remisszio. Az,
hogy alacsony betegség-aktivitds esetén torténd leallitds utan az RA-s betegek 60,6%-a
remisszioban is maradt, az ismert adatokhoz hasonld, s6t még jobb is, kiillondsen, ha
figyelembe vessziik, hogy a beteganyag tobbségében régi betegség-fennallasi betegekbdl
tevodott Ossze, ellentétben az akkoriban mar ismert BeSt vagy OPTIMA vizsgalatokkal
(143,148). Azon betegek, akiknél tartdos remisszié miatt tortént a ledllitdas, mindannyian
remisszioban is maradtak az utankovetési iddszak sordn, ami magasabb, mint amit
randomizalt vizsgalatok alapjan varhatunk, ennek oka valdszinilileg szelekcios elfogultsag,
azaz a leallitas engedélyezésének igen szigort mérlegelése is lehetett. Ezen betegek akar évek
Ota remisszidban voltak, egyes esetekben esetleg betegség, fogdszati beavatkozas vagy maés
okbol korabban mar rovidebb iddre ki is maradhatott a bioldgiai terapia anélkiil, hogy ez
tiineteket okozott volna, igy az atlagosnal is nagyobb biztonsaggal torténhetett a leallitasrol
sz0l6 dontés meghozatala.
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A biologikum teljes elhagyasat a témafelvetésben ismertetett kozleményeken (143-148) kiviil
az utobbi években is tobb tanulmany vizsgalta. Mind a PRESERVE (259), mind a DOSERA
(260) vizsgalat arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a teljes elhagyas esetén a relapsusrata
szignifikdnsan magasabb (57% ill. 87% egy év utan), mint azoknal, akik folytatjak a kezelést.
Ugyanakkor a fokozatos doziscsokkentés (akar az egyszeri adag csokkentésével, akar az
adagolasi intervallum novelésével) a betegek nagy tobbségében hasonlo korlefolyast hoz,
mint azokndl, akik valtozatlanul a teljes dozist kapjak (255, 259-264), azaz jellemzden
numerikusan enyhén, de nem szignifikansan csokkent aranyban, de meg6rzik a remissziot.

Lathato volt mar ekkor is, hogy sok esetben akar a teljes leallitas is jarhato ut lehet RA-ban,
de a relapsus esélye nagy. Fontos ezért prediktiv faktorok keresése arra, hogy melyik az a
betegcsoport, akinél a leallitas utani tartos remisszio esélye kelléen magas. Tanulmanyunkban
a leallitas elotti alacsony betegség-aktivitasu iddszak hossza egyenes, a bioldgiai terapia
hossza ¢és a leallitaskor mért betegség-aktivitas forditott ardnyossagot mutatott a leallitas utani
alacsony betegség-aktivitas idejével. A szakirodalmi adatok szerint is a leallitaskori alacsony
betegség-aktivitas, a diagnozis és az anti-TNF inditasa kozotti rovidebb iddtartam, valamint a
jobb funkcionalis statusz, fiatalabb kor, kisebb radioldgiai karosodas, férfi nem és az ACPA-
szeronegativitas jelzi eldre a ledllitas utdni tartds remissziot (255, 265, 266). Mint lathato, az
elsd két tényezd kapcsan tanulmanyunk egybecseng a nemzetkozi tapasztalatokkal. Azt, hogy
rovidebb anti-TNF kezelés miért tarsul mégis hosszabb alacsony betegség-aktivitassal a
leallitds utan, jelen adatainkbol nem tudjuk egyértelmiilen megmagyardzni, és a nemzetkozi
adatok sem utalnak ilyen Osszefliggésre, de valdszinii, hogy kohorszunkban ezen viszonylag
rovid bioldgiai kezelést kapd betegeknek enyhébb lehetett a betegsége, ami gyorsabban ¢€s
nagyobb mértékben reagalt a bioldgiai terdpiara, igy annak leallitdsa utan is nagyobb eséllyel
maradhatott fenn a remisszio. A randomizalt, prospektiv vizsgalatok koziil is tobb esetben 6
honapos remisszi6 utdn mar déziscsokkentést vagy leallitast tartalmazott a protokoll, jelezve,
hogy ezen id6tartam is elég lehet egy tartds biologikum-mentes remisszid megalapozasara,
bar az elfogadott gyakorlat legaldbb 12 hénapos remissziot iranyoz eld a gyogyszer-leépités
eldtt.

A prediktorok listajat bovithetnék olyan biomarkerek, amik a leéllitds vagy doéziscsokkentés
elkezdésének pillanataban meghatarozva kelld prediktiv értékkel birnanak — egyiittesen
értékelve az emlitett klinikai tényezdkkel — a remisszio hosszara, igy segithetnének a dontés
meghozataldban. Ezideig nem taldltak ilyen validalt biomarkert, ezért is kezdtik el
felmérésiink utan, szintén tobb hazai centrum bevonasaval, egy prospektiv vizsgalat
tervezését, melyben szolubilis mikroRNS-ek és mas biomarkerek prediktiv értékét szeretnénk
felmérni. E munka jelenleg a mintagyiijtés befejezésének iddszakaban tart, méréseinket ezt
kovetden végezziik el.

AS-ben eredményeink szintén az addigi kevés, és a késObbi tobb tapasztalatot tiikrdzik vissza:
sokkal kisebb az esély a biologikum-mentes remissziora a spondylarthritisekben, mint RA-
ban (149, 150). Ujabb randomizalt, kontrollalt tanulmanyok szerint az anti-TNF kezelés teljes
elhagyasa utan legaldbb a betegek felében relapsus lesz, altalaban roviddel az elhagyas utan
(267, 268), s6t gyakran az anti-TNF ujrainditdsa sem lesz mar annyira hatékony, mint
elézéleg (267). A doziscsokkentés azonban itt is jarhatd tutnak tiinik (267), hiszen kozel
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azonos aranyban, szignifikans kiilonbség nélkiil maradt fenn a remisszi6 a biologikum 50%-
os doéziscsokkentése utdn, mint teljes dozis folytatasa esetén.

6. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1. Primer SS-s betegek szérumaban a human m3AChR-rel reagalé autoantitestek mutathatok
ki a betegek jelentds hanyadaban

2. Az anti-m3AchR autoantitest-pozitivitdas magas szenzitivitassal és specificitassal képes
elkiiloniteni a primer SS-t egészséges kontrolloktol, valamint alkalmas differencialasra RA-S
¢s SLE-s betegektdl és olyan paciensektdl, akik a primer SS differencial-diagnosztikajaban a
napi gyakorlatban szoba jonnek

3. A primer SS-s betegek anti-m3AchR antitestjei kotédnek a human nyalmirigyek
epithelsejtjeihez az acetlycholin receptornak megfeleld lokalizdcioban

4. Primer SS-s betegek kisnyalmirigyeiben antitest-kotédés mutathatd ki az m3AchR-nek
megfelelden

5. Az anti-m3AchR antitestek SLE-s és RA-s betegek egy részének szérumaban is
kimutathatok. Az SLE-ben és RA-ban kialakuld sicca tiinetcsoport jelenlétével az anti-
M3AchR-pozitivitds nem mutat asszociaciot, de tobb, a pszicho-szocialis jollétet mérd
mentalis paraméter kapcsolatot mutat a sicca tiinetcsoport megjelenésével

6. A Gal-1 csokkent mRNS expressziot mutat SLE-s betegek aktivalt T-lymphocytaiban aktiv
betegség idején, ami inaktiv betegség idején normalizalodik.

7. SLE-s betegek aktivalt T-lymphocytai csokkent apoptotikus reakciét mutatnak az exogén
Gal-1-gyel szemben, szintén betegségaktivitas-fiiggé modon

8. Kapcsolat mutathat6 ki az aktivalt T-lymphocytak endogén Gal-1 termelése és az exogén
Gal-1-re adott apoptotikus reakcidja kozott. A de novo expresszaldédod intracellularis Gal-1
hianya rezisztenssé teszi a sejteket az extracellularis Gal-1-gyel szemben.

9. A Gal-1 nem szekretalodik a T-sejtekbdl aktivacio soran, hanem a plazmamembran belsd
oldalahoz kozel lokalizalodik

10. SLE-s betegek T-lymphocytai nyugalmi allapotban magasabb kotési aktivitast mutatnak
tobb lektinnel szemben, mint egészséges kontrollok. Az aktivacié soran az egészségesekben
nagyobb meértékii lektinkotési aktivitas-fokozodas alakul ki, mint SLE-ben, igy a fenti
kiilonbség eltlinik, kivéve a Gal-1 esetében, melynek kétddése az aktivalt T-sejtek felszinéhez
alacsonyabb SLE-s betegekben, mint egészségesekben

11. SLE-ben az ST3GAL6 / NEUI1 és az STO6GAL1 / NEUl mRNS arany szignifikdnsan
magasabb, mint kontrollokban, ami arra utal, hogy a sejtfelszini glikanok terminalis szialsav
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komponensének mennyiségét szabalyozo enzimek kozott a szializdld enzimek tulsulyban
vannak

12. Neuraminiddz kezelés hatasara az SLE-s aktivalt T-sejtek Gal-1 koté képessége
fokozodik, ami tadmogatja azt a hipotézist, hogy a T-lymphocytak fokozott sejtfelszini
szializacioja gatolja a Gal-1 kotodését e betegségben

13. Az exogén Gal-1 hatasara az Lck enzim eltdvolodik az immunologiai szinapszis
tertiletérdl aktivalt T-lymphocytakban

14. A TMEM203 enzim, mely részt vesz az I. tipusu interferonok indukcidjaban, magasabb
mRNS expressziot mutat SLE-s aktivalt T-sejtekben, mint kontrollokban, és mennyisége
pozitiv korrelaciot mutat a betegség aktivitasat jelzé C3-hypocomplementaemiaval

15. Az antifoszfolipid szindréma tarsulasa SLE-hez nemcsak a thrombotikus rizikot fokozza,
hanem t6bb nem-thromboembolids mechanizmusu szervi manifesztacio eléfordulasaval is
egylitt jar. A tarsulas esetén az adott betegben a koérlefolyas soran megjelend dsszes és azon
beliil a major szervi manifesztaciok szdma is magasabb

16. Magyarorszagi RA-s és AS-s betegek korében a biologiai terapia leallitdsa utan RA-ban a
betegek viszonylag jelentds hanyadaban, AS-ben viszont csak ritkdn marad remisszidoban a
betegség. Tobb klinikai paraméter Osszefiiggést mutat a ledllitds utani relapsus-mentes
koérlefolyassal

7. Koszonetnyilvanitas

A lista nem lehet teljes. A dolgozatban ismertetett tudomanyos eredmények eléréséért €s a
tudomanyos kutatdi palydm tamogatasaért els6ként azon kutatok jutnak nagy halaval
eszembe, akik, amikor joforman vagy teljesen ismeretleniil egy kutatsi Otlettel
bekopogtattam hozzajuk, felkaroltak, tamogattak a terv megvalosulasat, és laborjukba,
munkacsoportjukba fogadtak. Ok Dr. Berczi Istvan professzor a kanadai Winnipegben, Dr.
Marczinovits Ilona az Elettani Intézetben, Dr. Fehér Erzsébet professzorné a budapesti
Semmelweis Egyetem Anatomiai Intézetében és Dr. Monostori Eva professzornd az SZBK-
ban.

Egész orvosi palyamat, kiilondsen ami a klinikusi tevékenységet illeti, nagyban meghatarozta
Dr. Pokorny Gyula professzor hatdsa, akinek koszonom, hogy belgyogyaszati, Klinikai
immunologusi gondolkodast tudtam elsajatitani tdle, és aki mindig tamogatta €s lehetové tette,
hogy kutatomunkat végezzek.

Jelen munkdmat munkatdrsaimnak ajanlom, a Reumatologiai és Immunologiai Klinika
orvosainak ¢€s dolgozoinak, koOszonettel és elismeréssel mindenki szorgalmas, értékes
munkajaért, ami lehetOséget, hatteret és inspirdciot egyarant nyujtott a betegségek jobb
megismerését és gyogyitasat célzd kutatdsokhoz. Remélem, hogy minél tobben koziiliik
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nalam joval gazdagabb, eredményesebb tudomanyos palyat tudnak befutni. Nagy koszonettel
tartozom Pordi Szilvidnak, akinek elkdtelezett, megbizhatd munkdajara immar tobb évtizede
tamaszkodhatok a laboratoriumi munkékban. Két PhD doktoranduszom, Dr. Dedk Magdolna
és Dr. Hornung Akos szorgalmas munkaja nélkiil az utobbi sok év tudomanyos eredményei
nem sziilethettek volna meg. Rajtuk kiviil is koszonom a Klinikank minden munkatarsanak
részvételét a betegek kivalasztasaban, a mintdk gyljtésében, a szdmtalan adatgytjtéssel jaro
klinikai adatbazis épitésében.

Boldog vagyok, hogy az SZBK-ban annak a kutatocsoportnak lehettem ¢és lehetek a tagja,
ahol Dr. Czibula Agnessel, Dr. Szabo Enikével, Dr. Fajka-Boja Robertaval, Dr. Kriston-Pal
Evaval, Novak Juliannaval és Gercsd Andras Tibornéval dolgozhattam egyiitt. Vidam, mindig
segitd, elkotelezett, szakszerii hozzaallasuk kutat6i munkam egyik legnagyobb élménye.

Kutatoi palydm soran sok tdmogatast kaptam Dr. Kemény Lajos professzortdl és Dr. Bata
Zsuzsanna professzorndtol, tobbek kozott a PhD  doktori  képzésbe  torténd
bekapcsolodasomban, kutatasi terveim tamogatasaban, a szinte mindennapi kozos
munkékban, és abban, hogy a Borgydgyaszati és Allergologiai Klinika laboratériumaban Dr.
Kiss Maria iranyitasa alatt nagyon fontos kisérleteket végezhettiink. Tanarnének nagyon halas
vagyok az egyiitt végzett sok munkaért.

A tudomanyos kutatés vildgdba, modszertanaba els6ként Dr. Szabé Gyula professzor vezetett
be tudomanyos didkkori témavezetoként. Nagyon sokat tanultam még laboratoriumi
modszerek, a kutatdoi gondolkodas terén Dr. Szekeres-Bartho Julia professzornotdl és
munkatarsaitol a pécsi Mikrobioldgiai és Immunitéstani Intézetben, Dr. Carolyn Coulam és
Dr. Roumen Roussew intézetében Washingtonban, és Dr. Nagy Evatol Winnipegben.

Sokat koszonhetek Dr. Lonovics Janos, Dr. Wittmann Tibor és Dr. Abraham Gyorgy
professzoroknak ¢s Dr. Madacsy Laszlonak, azért, mert megteremtették a Ilehetdséget
belgydgyaszi €s kutatéi munkadm veégzéseéhez.

Halas szivvel emlékszem vissza elsd 06nallo kisérleteink megtervezésére €s végrehajtasara Dr.
Szili-Torok Tamassal, Dr. Rakonczay Zoltan professzor segitségére a nyalmirigymintak
preparalasaban, Dr. Toth Gabor professzor munkajara az antigének elkészitésében, Dr. Rudas
Laszl6 professzor, Dr. Paprika Dora, Dr. Rosztéczy Andras, Dr. Papos Miklos, Dr. Dorgai
Laszl6, Dr. Szvetnik Attila, Dr. Szekanecz Zoltan professzor és munkatarsai, Dr. Keszthelyi
Péter és munkatdrsai, Dr. Nagy Gyorgy professzor (Semmelweis Egyetem Anatomiai Intézet),
¢és Dr. Molnar Janos professzor tAmogatasara a munkak sordn. Mindig jo szivvel emlékszem
Koroknay Jozsefné Jolika, az I. Belklinikai Immunlabor vezetd asszisztense személyére €s
minden segitségére. Nagyon sokat tanultam ¢€s sok segitséget kaptam Dr. Marczinovits [lona
tanarnd két asszisztensndjétol, Gal Ferencnétdl és Szelepcsényi Zoltannétol.

Eletem és munkdm minden aspektusira meghatarozé hatassal vannak sziileim, tudomanyos
szempontbol kiilondsen édesapam példaja. Koszondm nekik, hogy ¢Eletemet mindig
egyengették, itmutatassal szolgaltak. Boldogsdgomat, motivacidimat csaladom, feleségem és
gyermekeim korében talaltam meg, €s mindig nagy szeretettel gondolok rajuk.
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Oktatisi kozlemények dsszesen (1.aa.bb-lll.oc)

Tudomanyos kizemémyiek osszesen (1-1V,)

Tudomdanyos &3 ckiatisi kézlemények dsszesen (|-IV.)
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Towibbi tudomamyos mivek. ide értve a nem teljes
| megjelent teljes folydiratcikkeket is

folydiratcikkeket &5 a nem ismert lektoriltsagy folydiratokban

Szerheszioség evelezes, hozzaszolisok, valaszok

Oitalmak, szabadalmak
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V1. Hivatkozott absztraktok®

[Osszes hivatkozis'

[Hirsch index®

|g index®

Speciilis tudomanymetriai adatok

Elsé szerzds teljes folydiratcikkek szama®

Utolsd szerzds teljes folydiratcikkek szima®

[ tudomiany os

A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerese utani (2004) teljes
. fohvdirateildek sz3

[Az utolso 10 ev (2010 - 2020) tudomanyos, teljes, lektoralt

Sema {az & hi p szalékiban)

n bb hivatl 390 hozlemeny hivatkozisainal

8,52%

rendszerben

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus

10

| Jelentés, guideline

Csoportos (multicentrikus) kozleményben kollaboracios
kizremiikods’

153

128




