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Roviditések jegyzéke

ADAMTS13 | a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motifs,
member 13

APLS antifoszfolipid-szindroma

Cl konfidenciaintervallum

DIC disszeminalt intravaszkularis koagulacio

ELISA enzim-kapcsolt immunesszé (enzyme-linked immunoassay)

ER endoplazmatikus retikulum

FFP friss fagyasztott plazma

FRET fluoreszcencia-rezonancia-energiatranszfer

GP glikoprotein

HLA human leukocita-antigén

HRP torma-peroxidaz (horse radish peroxidase)

HUS hemolitikus urémias szindroéma

IgG/A/M immunglobulin G/A/M

MAHA mikroangiopatias hemolitikus anémia

MHC 6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)

oD optikai denzitas, abszorbancia

OR esélyhanyados (odds ratio)

PAMP patogén-asszocialt molekularis mintazat

PTPN22 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22

SLE szisztémas lupus erythematosus

TIA tranziens ischaemids attak (transient ischemic attack)

TLR toll-like receptor

TMA trombotikus mikroangiopatia

TMB tetrametilbenzidin

TTP trombotikus trombocitopénids purpura

ULVWF ultra-large von Willebrand-faktor

VWF von Willebrand-faktor
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1. BEVEZETES

1.1. A trombotikus trombocitopénias purpura (TTP) szerzett formajanak

bemutatasa

1.1.1. Torténeti dattekintés — a Moschcowitz-szindromadtol az ADAMTS13-deficiencidig

A ma trombotikus trombocitopénias purpuraként ismert betegség elsé leirdsa Eli
Moschcowitz nevéhez fiizédik, aki 1924-ben egy 16 éves lany esete kapcsan szamolt be
az addig ismeretlen korképrol [1]. A fiatal beteg kezdetben sapadtsagot és felsé végtagi
gyengeséget észlelt, majd magas lazzal keriilt korhdzba, ahol fizikalis vizsgalattal
petechidk jelenléte, laboratériumi vizsgalatokkal pedig emelkedett fehérvérsejtszam,
stlyos anémia és hematuria igazolddott, a trombocitaszamot nem vizsgaltak. A beteg
allapota folyamatosan romlott, hemiparézis, tiid66déma, majd koma alakult ki, végiil a
beteg a tiinetek jelentkezésétdl szamitott tizennegyedik napon meghalt. Korszovettani
vizsgélat sordn testszerte hialintrombusokat taldltak a kapillarisokban és terminalis
arteriolakban. Ez volt az elsd trombotikus mikroangioangiopatia patologiai képével jaro
tiinetegylittes, amelyet kezdetben els6 leirdgja utan Moschcowitz-szindromanak
neveztek, a trombotikus trombocitopénias purpura (TTP) elnevezést 1947-ben
javasoltak a tiinetegyiittes megjellésére [2]. Tobb mint kétszaz TTP-s eset elemzése
alapjan Amorosi és Ultmann [3] 1966-ban a szindroma 6t 6 jellemz6jét gytijtotte dssze:
(1) intravazalis hemolitikus anémia fragmentocitakkal, (2) stilyos trombocitopénia, (3)
(tobbnyire hullimzd) neuroldgiai tiinetek, (4) vesekarosodas, (5) l4z. Ez az un. pentéd,
amelyet évekig a betegség diagnosztikus kritériumainak tekintettek. A diagnosztika
szempontjabol fontos tényez6 a hemolitikus urémias szindroma (HUS) leirasa 1955-ben
[4], mivel a két trombotikus mikroangiopatiaval jard szindroma klinikai megjelenése
esetenként hasonld lehet. Bar a HUS tobbnyire gyermekeket érint, tipusos esetben
hasmenést kovetden jelentkezik és veseelégtelenséggel jar, a TTP pedig gyakrabban
érint fiatal felndtteket és tobbnyire neuroldgiai tiinetekkel tarsul, a két korkép
elkiilonitése pusztan a klinikai tlinetek €s a korabeli diagnosztikus modszerek
eredményei alapjan nem mindig volt lehetséges. Tovabb bonyolitja a képet, hogy
tovabbi, valtozatos okokra (rosszindulati daganatok, stlyos fertdézések, transzplantacio,

bizonyos gyogyszerek, stb.) visszavezethetd trombotikus mikroangiopatiakat is a HUS,
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illetve a TTP diagndzisaval probaltak jeldlni, nem mindig kdvetkezetesen [5]. Ez
kiilondsen annak fényében okozott gondot, hogy a két korkép progndzisa eltérd volt:
amig a (tipusos) HUS jo prognozisu betegség, amely szupportiv terapia mellett
tobbnyire spontan meggyogyul, addig a TTP érdemi kezelés hianyaban tobbnyire
halalos kimenetelt volt [3]. Mivel a betegség patogenezise ismeretlen volt, kimenetele
pedig sulyos, tobbféle terapiaval probalkoztak gydgyitasaban; az esetenként sikerrel
alkalmazott empirikus kezelések kozott szerepelt a splenectomia, gliikkokortikoidok,
illetve trombocita-aggregaciot gatlo készitmények alkalmazasa, valamint teljes vércsere
végzése [6]. 1977-ben felismerték [6], hogy a vércsere soran a vérben talalhatd karos
anyag eltavolitasa mellett egy hidnyz6 faktor vérplazmaval torténd potlasa is sziikséges.
Egy évvel késdbb Upshaw arra a kovetkeztetésre jutott [7], hogy a gyakran visszatéro,
de egyszerli plazmainfizidra gyorsan reagald trombotikus mikroangiopatidban szenvedd
betegébdl, valamint a Schulman altal korabban ismertetett [8] betegbdl velesziiletetten
hianyzik egy vérplazmaval poétolhatdo faktor, amely meggatolja a hemolizist és
trombocitopéniat. A fenti felismeréseket kovetéen a TTP-t friss fagyasztott plazma
betegség mortalitasat jelentOsen, a korabbi 90% feletti értékrdl [3] 20-40% kozottire
csokkentette [9]. Egy nagyobb beteganyagon végzett, 1991-ben publikalt vizsgalat
igazolta az utobbi kezelés nagyobb hatékonysagat [10]. A hatékony terapia megjelenése
a korkép minél korabbi diagndzisat tette sziikségessé, ennek megfeleléen alakultak ki a
kevésbé szigoru, jelenleg alkalmazott diagnosztikus kritériumok. A TTP korai és
hatékony kezelése mellett a kordbban jellegzetesnek tartott pentdd egyiittes fennallasa
tobbé nem volt jellemz6 [10]. A betegség patogenezisének megértésében fontos 1épés
volt Moake felismerése [11], miszerint kronikus relabald betegek vérében a von
Willebrand-faktornak (VWF) egy szokatlanul nagy formaja (ultra-large von Willebrand
factor, ULVWF) mutathato ki. Eredményébdl arra kovetkeztetett, hogy az ezen betegek
vérébol hidnyzo ismeretlen tényez0 egy enzim, amely az ULVWEF hasitasaért felelés. A
VWEF-t specifikusan hasitani képes proteazt végiil Furlan [12] és Tsai [13] izolalta
1996-ban. 1997-ben Furlan igazolta a protedz hianyat négy ULVWF-t hordozé betegben
[14], 1998-ban pedig mindkét munkacsoport kimutatta a proteaz elleni gatld antitestek
jelenlétét egyes szerzett TTP-s betegekben [15, 16]. A VWF-hasito proteaz tisztitasa és

N-terminalis szekvenalasa alapjan Zheng [17] és Fujikawa [18] 2001-ben azonositotta a
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fehérjét kodolo ADAMTS13 gént a 9-es kromoszoéma hossza karjan (9934), ugyanezen
évben Levy [19] négy velesziiletett TTP-s betegen és csaladjukon végzett genetikai
kapcsoltsagi vizsgalat segitségével jutott hasonld eredményre. Ezen eredmények
hatasara a TTP elnevezés egy valtozo tiinetek altal jellemzett klinikai szindroma helyett

cyey

képezi a fejezet témajat.

1.1.2. A TTP etiologidja és formadai

A TTP hatterében az ADAMTSI3 (a disintegrin and metalloprotease
with thrombospondin type 1 motifs, member 13) enzim stlyosan deficiens aktivitasa all
[17-19].

Az ADAMTS13-deficiencia kialakulasanak mechanizmusa alapjan a betegségnek két
formajat kiilonitjiik el.
1. A TTP szerzett formajaban a deficienciat az ADAMTS13 enzim ellen
termel6do, tobbnyire gatld hatasu autoantitestek [15, 16] okozzak.
2. A TTP orokletes formajaban (amelyet velesziiletett TTP-nek vagy Upshaw-
Schulman-szindromanak is neveznek) a deficienciaért az enzimet kodold

ADAMTS13 gén mindkét alléljat érinté mutaciok feleldsek [19].

1.1.3. A szerzett TTP eloforduldsa

Bar a szerzett TTP teszi ki a TTP-s esetek 95%-at [20], egy ritka betegségrél van sz0,
incidencija 3-6 f6/milli6 lakos évente [21, 22]. Elsésorban felnétteket érint, a betegek

haromnegyede n6 [21, 22].

1.1.4. A szerzett TTP patogenezise

Az ADAMTS13 enzim egyetlen ismert funkcidja a von Willebrand-faktor (VWF)
ultranagy multimer formajanak (ULVWF) elhasitasa kisebb oligomerekre [12, 13].
ADAMTS13-deficiencia esetén az endotélsejtekbdl felszabadulo ULVWF hasitasa
zavart szenved. Ha az ADAMTS13-deficiencia mellett az ULVWF szekrécioja
fokozodik (tobbek kozott fertdzés, terhesség, stb. esetén), nagyobb mennyiségi
hasitatlan ULVWF maradhat az endotélsejtek felszinén, illetve a keringésben [11]. Az

ULVWF mar alacsony nyirderék mellett is képes a vérlemezkék megkdtésére és
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aktivalasara [23], igy e molekuldk tartos jelenléte a vérlemezkék kitapadasahoz és
trombocita-trombusok kialakulasahoz vezethet [24]. A kiserekben (arteriolakban és
kapillarisokban) kialakuldo trombocita-trombusok a kiserek elzarodéasat, és igy

trombotikus mikroangiopatia (TMA) kialakulasat okozhatjak [24].

A TMA klinikai megnyilvanulasai az alabbiak [25]:

1. a kisértrombozis altal érintett szervek ischaemiija és kovetkezményes
funkciozavara, illetve karosodasa,

2. a vérlemezkéknek a trombocita-trombusokban torténd szekvesztracidja
kovetkeztében kialakuld trombocitopénia,

3. a mikroangiopatia altal érintett sériilt, besziikiilt érszakaszokon athaladd
vorosvértestek  fizikai  karosoddsa, amely sériilt vordsvértestek — Un.
fragmentocitak — képz6déséhez és Coombs-negativ intravazalis hemolitikus
anémia kialakulasdhoz vezet — ez utobbit Osszefoglalé néven mikroangiopatias

hemolitikus anémianak (MAHA) nevezik.

1.1.5. A szerzett TTP-s epizod Klinikai megjelenése

A fentieknek megfeleléen a TTP Klinikailag trombocitopénia és MAHA képében

jelentkezik, szervi manifesztaciokkal, vagy azok nélkiil.

A TTP esetén a TMA barmely szervet érintheti, leggyakrabban az agy, a sziv, a vese €s
a hasnyalmirigy érintett, mig a tiidé és a maj viszonylag ritkan karosodik [26]. Ennek
megfelelden:

e Neurologiai tiinetek az esetek jelentés részében (akar 80%-aban [27])
felléphetnek. A tiinetek sulyossdga az egészen enyhétdl (zavartsag, fejfajas) a
rendkiviil sulyosig (gorcsok, koma) terjedhet, leggyakoribbak a fokalis
elvaltozasokra (TIA, stroke) utalo tiinetek (parézis, afazia, lataszavar) [27-33].

e A gasztrointesztindlis tiinetek (hasi fajdalom, hényinger, hanyas, hasmenés)
szintén gyakoriak (kozel 70% [33]) [27-30]. Az (esetenként véres) hasmenés
esetén differencidldiagnosztikai (tipusos HUS-t61 valo elkiilonités) szempontbol
kiilonosen fontos a hasmenés és a tovabbi tiinetek idébeliségének tisztazésa.

e Vesekdrosodasra utald tiinetek (oliguria, hypertonia), illetve laboratoriumi

eltérések (proteinuria, mikrohematuria, emelkedett kreatininszint) gyakoriak
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(kdzel 50% [27]), de altalaban enyhék, az anuriaval jaro, vesepotld kezelést
igényld sulyos veseelégtelenség TTP-ben ritkan (5% alatt [27]) fordul el6 [27-
30, 34].

e Kardialis manifesztaciok (angina pectoris, miokardialis infarktus, aritmidk,
szivelégtelenség) is el6fordulhatnak [35, 36], a sziv érintettségének mértéke

fontos prognosztikai faktor [28, 37].

A valtozatos szervi manifesztaciok idébeli megjelenése is valtozékony, a neurologiai
tinetek gyakran hullamzoéak [27, 30, 38, 39]. A jelenség hatterében az egyes szervek

Kisereinek valtozo mértéki, gyakran ideiglenes elzarddasa all [39].

1.1.6. A szerzett TTP korlefolydsa
A TTP szerzett és velesziiletett formdja egyarant epizodikus, shubokban zajlé betegség.

A TTP-s epizdd kialakulasanak az ADAMTSI13-deficiencia sziikséges, de nem
elégséges feltétele. Az epizodok jelentkezéséhez a deficiencian feliil altalaban tovabbi
kivalto faktorok (infekcio, terhesség, gyogyszerszedés, stb.) sziikségesek [40], amelyek

crer

TMA kialakuldsahoz [41].

Az epizod sikeres kezelését kovetden, a kivaltdo faktorok megszilinte utdn a betegek —
akar deficiens ADAMTS13-aktivitas mellett is — tartdosan remisszioban maradhatnak
[40, 42, 43].

Remissziorol (vagy komplett remissziorol) a plazmaferezis elhagyasat kovetéen
legalabb 30 napig normalis trombocitaszam esetén beszélhetiink. A remisszio elérését
kovetden kialakult ujabb TTP-s epizodot relapszusnak, a remisszio elérését megel6zden

kialakul6 ujabb trombocitopéniat pedig exacerbacionak nevezziik [43, 44].

1.1.7. A szerzett TTP diagnezisdnak felallitisa

Mivel a TTP klinikai megjelenése valtozatos és a tiinetek egyike sem specifikus a

korképre, ezért a diagnozis felallitdsdhoz laboratoriumi tesztek elvégzésére van sziikség
[39].

10
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A szerzett TTP diagndzisanak igazolasara szolgald tesztek — mint az ADAMTS13
aktivitas, illetve az ADAMTSI13 elleni inhibitorok ¢és antitestek meghatarozasa —
egyelére csak nagyobb hematologiai centrumokhoz tartozé6 vagy a TMA-k

diagnosztikdjara szakosodott laboratériumokban érhetok el.

Mivel a TTP sulyos, életet veszélyeztetd korkép, amely esetében az idében megkezdett,
megfelelé terapia életmentd lehet, igy amennyiben a vizsgalati eredmények
megérkezése megfelelden rovid idon beliil nem varhato, a terapiat a diagnozist igazolo
eredmények hidnyaban (de a mintavétel utan!), a TTP feltételezett, klinikai diagnozisa

alapjan meg kell kezdeni [28, 29, 45].

A TTP Kklinikai diagnoézisa a trombocitopénia és MAHA egyiittes jelentkezése esetén

felallithat6, amennyiben ezek mas, ismert okra nem vezethetéek vissza [45, 46].

A TTP-re tébbnyire sulyos trombocitopénia jellemzd, a trombocitaszam atlagosan 10-

30 G/L kortili, alacsonyabb, mint mas TMA-kban [22, 27, 47].

A MAHA-ra az anémia (alacsony hemoglobinszint €és vOrosvértestszam) ¢és az
intravaszkularis  hemolizis  (csokkent haptoglobinszint, emelkedett indirekt
bilirubinszint) altalanos jelein tul gyakran kifejezetten emelketett LDH-szint jellemzo,
amely részben a hemolizis, részben az ischaemia miatti szovetkarosodas kovetkezménye
[48]. A hemolitikus anémia kompenzacidja miatt a retikulocitaszam jellemzden
emelkedett. A direkt és indirekt Coombs-teszt eredménye negativ, ami segit az
immunhemolizisektdl vald elkiilonitésben. A mikroangiopatias hemolitikus anémiat a
hemolitikus anémidk tobbi formdjatdl leghatdrozottabban a jellegzetes, gyakran sisak
alaku sériilt vorosvértestek, a fragmentocitak nagy szama kiilonbozteti meg. TTP-ben

altalaban a tobbi TMA-nal is kifejezettebb fragmentocitozis lathato [49, 50].

A klinikai diagnozis felallitasahoz a trombocitopénia és a MAHA igazolasan tul a TMA
egyéb okait kell kizdrni. A kizarandd korképek egy része a TTP-hez hasonldan
meghatarozott patogenezisii elsédleges TMA-szindroma (Shiga-toxin-medialt (tipusos)
HUS, komplementmedialt (atipusos) HUS, pneumococcus-HUS). A masodlagos TMA-
k esetén a TMA kialakuldsa egyéb alapbetegségre vagy kivalté okra vezethetd vissza
(gyogyszerindukalt, transzplanticio-asszocialt, rosszindulati daganathoz, szepszishez,

HIV-fertézéshez, szisztémas autoimmun betegségekhez tarsulo TMA). Egyes tovabbi

11
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korképek, illetve korallapotok pedig nem tartoznak a TMA-k k6zé, azonban TMA képét
utanozhatjak (DIC, Evans-szindroma) [51].

A TTP diagnozisanak igazolasahoz az ADAMTS13 enzim aktivitdsdnak meghatarozasa

sziikséges [29].

Az enzimaktivitds meghatdrozdsara a jelenlegi laboratériumi gyakorlatban

tulnyomorészt a FRET modszert alkalmazzak [45, 52-54].

Az enzimaktivitast altalaban tobb egészséges ember plazmamintajabol kevert normal
human minta aktivitdsdhoz viszonyitjdk és szdzalékban fejezik ki, a normdl human
minta ADAMTS13-aktivitasat véve 100%-nak. Az ADAMTS13-deficiencia felsd
hataranak legtobb helyen a 10%-os aktivitast tekintik [27, 45, 55, 56].

A TTP klinikai diagnosztikus kritériumainak teljesiilése esetén a deficiens
ADAMTS13-aktivitas alatimasztja a diagnozist [45, 47, 57-59].

Amennyiben az ADAMTS13-deficiencia igazolhatd, a TTP szerzett és velesziiletett
formainak az elkiilonitésére el kell végezni az ADAMTSI3 elleni autoantitestek
kimutatasat. Az antitestek jelenlétének és mennyiségének meghatirozésa torténhet az
ADAMTSI13 enzim gatlasanak vizsgalatan keresztiil [15, 16], illetve ELISA-mddszerrel
[60].

Az ADAMTS13-elleni gatld antitestek (inhibitorok) kimutatasara szolgald funkcionalis
vizsgalat soran a vizsgalando deficiens mintat ismert aktivitdsi normal human mintaval
kell Osszekeverni és inkubalni, a kevert mintaban mérhet6 aktivitascsokkenés utal a

betegmintaban uralkodo ADAMTS13-gatlas erdsségére.

Az ELISA moddszer az antigén-antitest-kapcsoldodason alapul, azaz az ADAMTS13
enzim megkdtésére képes valamennyi (gatlé és nem gatld) antitest kimutatasara képes.
A kereskedelmi forgalomban kaphato kitek az ADAMTS13-elleni antitestek tilnyomo

részét kitevd IgG izotipus meghatarozasara alkalmasak.

Az antitestek jelenlétének igazoldsa aldtdmasztja a TTP szerzett formdjanak a

diagnodzisat [29].

Kis mennyiségli ADAMTS13-antitest nem minden esetben mutathaté ki, ebben az
esetben a TTP szerzett formaja mellett sz61 az ADAMTS13-aktivitas normalizalodasa a

remisszid soran — hiszen az antitestek eltlinhetnek az alkalmazott terapia hatasara [42,

12
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58], de biallélikus ADAMTS13-mutaciok esetén nem termelddik ép ADAMTS13 enzim,

ezért Orokletes formaban az aktivitas tartdsan deficiens marad.

Amennyiben az antitestek jelenlétét sem funkciondlis, sem ELISA moddszerrel nem
sikeriil bizonyitani, és az ADAMTSI13-aktivitas tartésan deficiens marad, felvetddik a
TTP orokletes formajanak gyantija. Ebben az esetben el kell végezni az ADAMTS13 gén
szekvenalasat; az eltérd allélokon elhelyezked6 két ADAMTS13 mutaci6 alatamasztja

az Orokletes TTP diagnozisat [29].

1.1.8. A szerzett TTP kezelése
A TTP kezelését a klinikai diagndzis felallitasa utan minél hamarabb meg kell kezdeni.

A terépia elsO és legfontosabb eleme a plazmaferezis végzése FFP (vagy kriofeliiliszo)
szubsztituciojaval [29, 43, 49] a deficienciat okoz6 ADAMTS13-ellenes autoantitestek
eltavolitasa, valamint a hianyz0 ADAMTS13 enzim poétlasa céljabol. A plazmaferezist
naponta, a hematoldgiai remisszio (vagy terapias valasz) eléréséig kell folytatni, azaz
ameddig a trombocitaszam egymast koveté két napon meg nem haladja a 150 G/L-es

értéket, vagy amig egy 150 G/L feletti értéken nem allandosul [29, 43].

A plazmaferezist szerzett TTP-ben az autoantitestek keletkezését  gatlo

immunszuppressziv terapiaval kell kiegésziteni.

Az immunszuppressziv terapia alapjat gliikokortikoidok képezik. A gliikokortikoid-
terapiat a plazmaferezis felfiiggesztését kovetden is folytatni kell legalabb a 20-30%-0s
ADAMTS13-aktivitas eléréséig, majd 2-3 hét alatti leépitése javasolt [49].

A rituximab egy CD20-ellenes monoklonalis ellenanyag, amely hatasat a (CD20-
pozitiv) B-sejtek eliminalasan keresztiil fejti ki, az antitestek nagy részét termeld
(CD20-negativ) plazmasejtek ellen viszont nem hat, ezért hatasa csak lassabban alakul
ki. Korabban a rituximabot a kezdeti terapidara nem reagaldé TTP-s epizodok,
exacerbaciok, illetve relapszusok kezelésében, valamint tartosan ADAMTS13-deficiens
beteg esetében tijabb TTP-s epizod megelézése céljabol alkalmaztak [61, 62], de a
leglijabb ajanlasok alapjan kontraindikacié hidnyaban minden TTP-s beteg kezdeti

crer
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Terapiarefrakter — azaz plazma-, gliikkokortikoid-, illetve rituximabterapidra nem

megfelelden reagald — esetekben tovabbi terapias beavatkozasokra lehet sziikség.

Ezek egy része szintén az autoantitest-termelés gatlasat célozza meg. Ezek koziil a
ciklofoszfamid [64], a bortezomib [65], a mikofenolat-mofetil [66] és a ciklosporin A
[67] bizonyult tobb esetben hatékonynak. A koros autoantitestek hatasanak
ellensulyozasara intravénas immunglobulin adasaval is értek el jo eredményeket [68,

69].

A caplacizumab a fenti szerekkel szemben a VWF és a vérlemezkék glikoprotein Ib-1X-
V receptorkomplexének kapcsolodasat gatolja, ezaltal deficiens ADAMTSI13-aktivitas
mellett is képes megakadalyozni az ULVWF-mediadlt trombocita-trombusok
kialakulasat TTP-ben [70]. Az antitestek keletkezésére és az ADAMTS13-aktivitasra
viszont nincs hatasa, ezért csak a korabban ismertetett terapiak kiegészitésére

hasznalhato [71].

TTP-ben stlyos vérzés hianya esetén trombocita-transzfiizio adasa kontraindikalt, mivel
elosegitheti a trombocita-trombusok képzodését, és ezaltal a trombotikus

mikroangiopatia sulyossagat fokozhatja.

A szerzett TTP-s esetek tobb mint egyharmadaban kialakulhat exacerbacio [27], ezért
fontos a TTP-s beteg allapotanak szoros kovetése (tiinetek megfigyelése és a vérkép
kontrolladlasa) a plazmaferezis felfliggesztését kovetden is. Exacerbacid esetén a
naponkénti plazmaferezist haladéktalanul Ujra el kell kezdeni, valamint ki kell
egésziteni emelt dozisu glitkokortikoid-, rituximab- és lehetdség szerint caplacizumab-

terapiaval.

Relapszusok a szerzett TTP-s betegek egyharmadaban alakulhatnak ki, bar a
hatékonyabb kdvetés és terapia kovetkeztében aranyuk csokkend tendenciat mutat [49,
58, 72]. Az ADAMTS13-aktivitds monitorozasa segitséget nytjthat a relapszusrizikod
meghatarozasdban: normal ADAMTS]13-aktivitas mellett TTP-s epizod nem alakul ki,
mig a deficiens aktivitas fokozott relapszusrizikoval jar [42, 55, 58] és szorosabb
kovetést, illetve preemptiv immunszuppressziv terapiat tehet sziikségessé. Rituximabra
nem reagald, gyakran relabalo betegek esetében splenectomia elvégzése jon szoba [73,

74].
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1.2. Az ADAMTS13-enzim funkci6ja és a TTP patogenezisében jatszott szerepe

1.2.1. Az ADAMTS13 enzim szerkezete és szintézise

A fehérjét kodolo ADAMTS13 gén a 9-es kromoszoéma hosszi karjan, a 9934 pozicioban
talalhato, 29 exon alkotja [17, 18]. A génrdl atirod6 fehérjetermék 1427 aminosav
hosszlisagu, az érett fehérjén tul egy szignalpeptidet és egy propeptidet tartalmaz [17].
Az érett ADAMTSI3 enzim a nevének (adisintegrin and metalloprotease
with thrombospondin type 1 motifs, member 13) megfeleléen egy metalloproteaz (M),
egy disintegrin-szeri (D) és egy trombospondin (thrombospondin type 1 repeat, T)
doménbdl, valamint az ADAMTS enzimcsalad tobbi tagjahoz hasonldan egy cisztein-
gazdag (C) és egy spacer (S) doménbdl all, amelyet az ADAMTS13 esetében tovabbi 7
trombospondin domén és az enzimcsaladban egyediilallo6 modon 2 CUB domén kovet

[17, 18]. (1. abra)

Met YT YT )Xo ) rop TP )XTsPlcusf cus2

1. Abra. Az ADAMTS13 enzim doménszerkezete. Met: metalloprotedz, Dys:

disintegrin-szerii, TSP: trombospondin, Cys: cisztein-gazdag domén.

A fehérje erdsen glikozilalt, 10 N-glikozilacios, 6 O-glikozilacios, 8 O-fukozilacios és 3
C-mannozilacios helyet tartalmaz [75], 180-190 kDa-os molekulatomegének 20%-at
glikanok teszik ki [17].

Az ADAMTSI13 enzim elsGsorban a maj csillagsejtjeiben (hepatic stellate cells) [76], az
endotélsejtekben [77], valamint megakariocitakban és trombocitakban termelddik [78].
Hogy az egyes sejttipusok pontosan milyen mértékben jarulnak hozza a vérplazma
ADAMTS13-tartalmahoz, egyelore  ismeretlen [79. Az  ADAMTSI13
plazmakoncentracidja 1 ug/mL koriili [80, 81], féléletideje a keringésben 2-3 nap [82].

A plazmaban talalhatdo enzim funkcionalisan aktiv, aktivitasat eddigi ismereteink
alapjan egyetlen ismert szubsztratjanak, a VWF-multimereknek a szerkezete, illetve

konformacidvaltozasa szabalyozza [79, 83, 84].
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1.2.2. AVWEF funkcidja, szerkezete és szintézise

A VWEF kettés funkcidt tolt be a vérzéscsillapitds folyamataban. Egyrészt a VIII-as
véralvadasi faktor hordozofehérjéjeként meghosszabbitja annak féléletidejét a
keringésben, masrészt elésegiti a trombocitak kitapadasat [85]. Ez utobbi folyamat
fiziologias esetben csak az érsériilés helyén megy végbe, mig a nem megfeleld helyen,
tulzott mértékben zajlé trombocita-kitapadas és -aggregacid jatszik szerepet a TTP
kialakulasaban. A trombocita-megkotd funkcidt a fehérje szerkezete nagymértékben
meghatarozza, ezért a koOvetkezokben a fehérje felépitésének fontosabb részleteit

szeretném bemutatni.

A VWF szintézise az endotélsejtekben és a megakariocitakban torténik [86], ahol egy
pre-pro-VWF nevii monomer keletkezésével veszi kezdetét [87]. A monomerek tobb,
eltérd funkcidji doménbdl épiilnek fel, amelyek a klasszikus nevezéktan szerint az
alabbi sorrendben kovetik egymast: D1-D2-D’-D3-Al1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-
C3-CK [88]. Az endoplazmatikus retikulumban (ER) a monomerek C-terminalis (farki)
CK doménjeiken keresztiil diszulfidhidakkal kapcsolédnak egymashoz [89]. A dimerek
a Golgi-késziilékben N-terminalis (feji) D3 doménjeik kozott alakitanak ki
diszulfidhidakat, a kapcsolodas eredményeként nagy, akar 60 monomerbdl allo,
helikalis tubulusokba rendezett multimerek jonnek létre [85, 89-91].

A VWF-multimerek a vérlemezkék a-granulumaiban [86] és az endotélsejtek Weibel-
Palade-testjeiben [90] raktarozodnak. Az endotélsejtekben keletkezé VWF-molekulak
jelent6s része konstitutivan szekretalodik a vérbe, illetve a szubendotelialis térbe [87]. A
vérbe keriild6 VWF-multimerek tubularis szerkezete a magasabb pH kovetkeztében
felbomlik, a 0,5-5 um hosszusagu tubulusok kitekeredése soran akar 200 pm
hosszusagu fonalszer(i struktarak jonnek létre [90], amelyek azonban a hasitasukért
feleldés ADAMTSI13 enzim jovoltdbdl rovid idén beliil elhasadnak, a vérplazmaban
normal koriilmények kozott megtalalhato kisebb VWF-molekulakat (un. plazma-VWF)

eredményezve [92].

Ezek a plazma-VWF-molekuldk a keringésben globularis konformaciot vesznek fel
[93], amelyben a trombocitakotésben fontos szerepet jatszo Al doménjeik nem
hozzaférhetéek; ez hivatott megakadalyozni a véraramban veliik egyiitt keringd

vérlemezkék megkotését (2. abra, A panel). Ersériilés esetén a plazmaban keringd
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VWF-molekuldk — a szubendotelidlis térbe szekretalt VWF-molekulakkal egyiitt — az
A3 doménjiikon keresztiil a szubendotelialis matrix kollagénmolekulaihoz kotédnek. A
kotddést kovetden a nyirderdk hatdsara konformaciojuk megvaltozik, szabadda téve a
vérlemezkék glikoprotein Ib (GPIb) receptoranak kotésére képes Al doméneket [83,
93]. Egy-egy Al-GPIb koélcsonhatas altalaban rovid ideig tart, azonban a VWEF-
molekuldkkal boritott felszinen végiggordiild vérlemezkék az ismételt kdlcsonhatasok
kovetkeztében lelassulnak, igy lehetové valik azok kollagénhez torténd stabilabb

kotodése [94]. (2. abra, B panel)

vérlemezkekoté-hely kollagénkotShely

C2 § CK

— nyiréeré (aramlas) szabad kollagén

diszulfid-dugo
(C1669-C1690)

vérlemezke
GPIb-IX <

l 3 A2 lo c1 | c2 fck

hasitési hely
(Y1605-M1606)

Cl | C2 JcCK

2. Abra. A VWF szerkezete. (A) A VWF globularis konforméciéjaban a
kollagénkotohely hozzaférhetd, de a vérlemezkék GPIb receptoranak kotdhelye rejtve
van. (B) Ersériilés esetén a VWF a szubendotelialis kollagénhez kotédik, és a nyirderdk
hatéséra a vérlemezkekoté-helye szabadda valik. (C) Nagyobb nyiréerdk hatasara az A2
domén felnyilik, szabadda téve az ADAMTS13 enzim hasitohelyét.

A konstitutiv uton nem szekretalt Weibel-Palade-testekben talalhato, illetve a
vérlemezkék o-granulumaiban tarolt rendkiviil nagy VWF-multimerek (tn. unusually
large VWEF, ULVWF) az endotélsejtek, illetve a trombocitdk aktivacidjakor
szabadulnak fel [87].
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Amennyiben az ADAMTSI13 enzim aktivitasa deficiens, a lokdlisan nagy
mennyiségben felszabadulé multimerek hasitdsa kihivast jelenthet a plazma
ADAMTS13-aktivitdsa szamdra, ami az ULVWF tartos jelenlétét eredményezi a
keringésben [95].

Az ULVWF-molekuladk jelent0ségét az adja, hogy nagy méretikknek koszonhetden
kisebb nyiroerdk hatdsara is hajlamosak a kitekeredésre, vagyis a globuléris helyett
linearis konformacio felvételére [23]. Ez azt jelenti, hogy az érpalyaban normalis
kortilmények kozott uralkodd nyirderdk mellett is szamos, a trombocitdk GPIb
receptorainak kotésére alkalmas szabad A1 domént tartalmaznak [23, 96]. A szekréciot
kovetden ezek az akar 20 000 kDa méretet meghalad6d oridsmolekuldk gyakran az
endotélsejtek felszinéhez rogziilnek, ahol a vérlemezkék megkotése altal trombocita-
trombusok kialakulasat idézhetik el [92]. Raadasul az ULVWF-molekulak kotegekbe
rendezddhetnek, amelyek a trombocitak tartds megkotésére €s aktivacidjara is képesek,

valamint ellenallobbak az ADAMTS13 altali hasitassal szemben is [97-99].

Az ULVWF-molekuldk azonban nagyobb méretiiknek kdszonhetden — kiilondsképpen
akkor, ha az endotélsejtekhez, vagy trombocitakhoz kotdédnek — hajlamosabbak a
globularis konformacioban rejtett ADAMTS13-hasitohelyeik felfedésére is [100] (2.
abra, C panel). Normalis ADAMTS13-aktivitas mellett ez a sajatossaguk biztositja a
nagy multimerek elhasitasat kisebb oligomerekre, amelyek a fiziologias &ramlasi
koriilmények kozott, globularis konformaciojuknak koszonhetden, nem tartalmaznak
szabad ADAMTS13-hasitohelyeket [92, 96, 101].

1.2.3. Az ADAMTS13 és a VWF kapcsoloddasa — a cipzar modell

Az ADAMTS13 enzim a VWF-molekuldkat a Tyrl605-Met1606 helyen képes
specifikusan elhasitani [12, 13]. A hasitas létrejottéhez azonban a szubsztrat
konformaciovaltozasara [102] és az enzim ¢€s a szubsztrat Osszetett, tobb lépcsdben

torténd kapcsolodasara van sziikség [83]. (3. abra)

Az ADAMTSI13 enzim hasitohelye a VWF A2 domén belsejében taldlhato, és —
csakigy, mint a trombocitakotésért felelés Al domén — a VWF globularis

konformacidja esetén nem hozzaférhet6 [103].
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Az enzim C-terminalis része (az 5-8. trombospondin domének és a két CUB domén)
azonban képes a VWF mindig hozzaférheté C-termindlis részéhez (a D4-t6l a CK
doménekig) torténd kotdédésre [104]. A molekulak C-terminalis részeinek kapcsolodasa
egy olyan optimalis helyzetben pozicionalja az enzimet, amely aramlasi koriilmények
kozott is lehetévé teszi, hogy amint a hasitdsnak kedvezd konformaciovaltozas
megtorténik, a tovabbi kotddési 1épések minél gyorsabban ¢s hatékonyabban

végbemenjenek [104]. (3. abra, B panel)

A hasitashoz sziikséges konformaciovaltozas a VWF fesziilésének kovetkeztében megy
végbe és az A2 domén szerkezetének részleges felbomlasat jelenti [102, 103]. Az A2
domén szerkezete hasonlé a VWF masik két A doménjéhez, de szamos olyan
sajatossaggal rendelkezik, amelyek alkalmassé teszi fesziilés-érzékeld funkcio ellatasara
[103]. Ezek egyike, hogy az A2 domén esetében az A doménekre jellemz6 diszulfidhid
két szomszédos cisztein (Cys1669 és Cys1670) kozott jon 1étre [103]. Az igy kialakulo
gyurlis struktura, az un. diszulfid-dugdé a domén hidrofob magjaba illeszkedik, de
huzéerok hatasara kimozdulhat onnan, a szerkezet reverzibilis felbomlasat és a domén

id6leges és részleges kitekeredését okozva [103]. (2. abra, C panel)

Az ADAMTSI13 enzim (MDTCS domének altal alkotott) N-terminélis része tobb, egy
vonalban 1évd kotOhelyet tartalmaz, amelyek egymés utan kapcsolatba 1épnek a
kitekeredett A2 domén kiilonb6z6 szakaszaival [105]. Ez a cipzarszerli kotddés
biztositja a hasitasi hely megfelelé pozicionalasat az enzim aktiv centruma folé [83,
105]. Amig tehat a C-terminalis régiok kapcsolodasa elésegiti a hatékony kotddést
aramlasi koriilmények kozott, addig az alabbi kotési 1€pések nemcesak eldnydsek, hanem
nélkiilozhetetlenek a VWF-nak az ADAMTS13 altali specifikus hasitdsdhoz. (3. abra,
C panel)

A peptidlanc kitekeredése az A2 domén C-termindlis végén, a diszulfid-dugé kozvetlen
szomszédsagaban kezdddik, ezért eldszor az itt talalhaté amfipatikus hélix (a6;
Aspl1653-Argl668) kotddik az ADAMTS13 spacer doménjének bazikus aminosavakkal
szegélyezett hidrofob felszinéhez (Arg659, Arg660, Tyr661, Tyr665) [102, 106, 107]. A
kovetkezd fontos 1épés a VWF egy hidrofob régidjanak (Ile1642, Trpl644, lle1649,
Leul650, Ile1651) kotodése az ADAMTSI13 cisztein-gazdag doménjének hidrofoéb
zsebéhez (Gly471-Val474) [108].
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A végso kotddési 1épések a hasitasi hely pontos pozicionalasaban jatszanak szerepet. Az
ADAMTS13 disintegrin doménjének Arg349 és Leu350 aminosavai a VWF Aspl614
(P9’) és Alal612 (P7’) aminosavaival kapcsolodnak [109], a hasitasi hely tuloldalan
pedig a metalloproteaz domén Leul98, Leu232 és Leu274 aminosavai a VWF Leul603
(P3) aminosavaval létesitenek kapcsolatot [110]. Ezaltal a Metl606 (P1°) a
metalloprotedz domén Asp252-Pro256 aminosavai altal kialakitott S1° kotohelyre, a
Tyr1605 (P1) pedig annak Vall95 és Leul51 aminosavai altal kialakitott S1 kotOhelyre
illeszkedik [110-112], végiil a ketté kozott elhelyezkedd Kkatalitikus hely (His228,
His234, His224, Glu225 és egy Zn*" ion) elvégzi a peptidlanc hasitasat.

A
ADAMTS13

Met (zart konformacio)

B
CK
Met
ADAMTS13
(nyilt konformacio)

C

hasitasi hely
L1603 (Y1605-M1606) A1612/D1614 11642-11651 D1653-R1668 }VWFaminosav-szekvenciéi

L198/L232/L274 R349-1350 G471-V474 R659/R660/Y661/Y665 }ADAMTS]Baminosav-szekvenciéi

3. Abra. Az ADAMTS13 enzim és a VWF kapcsolodasa. (A) Az ADAMTS13 enzim
a keringésben a spacer és CUB doménjei kozti kotddés hatasara zart konformacidban
van. (B) Az ADAMTS13 enzim C-terminalis régioi képesek a VWF kotésére az A2
domén zart konformécidja esetén is, ez felnyitja az enzimet, és a tovabbi kapcsolodas
szempontjabol eldnyds helyzetbe hozza. (C) Amennyiben magas nyiroerok esetén a
VWF A2 doménje felnyilik, az ADAMTS13 enzim spacer, cisztein-gazdag, disintegrin-
szerli ¢és metalloprotedz-doménjei sorban kotddnek az A2 domén meghatarozott
részleteihez (cipzar-modell), biztositva a hasitohelynek az enzim aktiv centruma folé
torténd pozicionalasat.
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A kozelmultban, doktori munkdam kezdete oOta deriilt fény arra, hogy az ADAMTS13
enzim funkcidjdra nem csak a VWF, hanem maga az ADAMTSI3 protedz

konformaécidja is hatassal van.

Felismerték ugyanis, hogy a szabad ADAMTS13 enzim fiziol6gids koriilmények kozott
zart konforméciot vesz fel, amelyben C-termindlis CUB doménjei az enzim spacer
helyet tartalmazd mesterséges szubsztratok irant (3. abra, A panel) [113, 114].
Amennyiben a CUB domének kétddnek a VWF D4-CK doménjeihez, a spacer domén
szabadda valik és képes lesz az A2 domén felbomlasa esetén az a6 hélix kotésére [113,

114].

1.3. Az ADAMTSI13 elleni autoantitest-valasz szerzett TTP-ben

1.3.1. Az ADAMTS 3 elleni autoantitestek jellemzoi

Szerzett TTP-ben az ADAMTS13 enzim deficiencigjat ADAMTS13-ellenes
autoantitestek okozzak [15, 16, 60, 115, 116]. Az autoantitestek egy része direkt mdédon
képes blokkolni az ADAMTS13 enzim aktivitasat, ezeket gatlo autoantitesteknek, vagy
inhibitoroknak nevezziik [15, 16, 60, 115, 116]. Ezek mellett azonban ismeretesek
olyan, nem gatld autoantitestek is, amelyek az enzim funkciojaval — legalabbis in vitro,
az aktivitasmérésre hasznalatos esszék soran — kozvetleniil nem interferalnak, hanem
egyéb modokon, feltehetden az enzim keringésbdl torténd eltavolitasanak fokozasaval

vezethetnek stlyosan csokkent ADAMTS 13-aktivitashoz [60, 117, 118].

Az autoantitestek az ADAMTS13 enzim eltéré régioi ellen iranyulhatnak. Csaknem
minden szerzett TTP-s betegben jelen vannak spacer-ellenes autoantitestek [119-123],
126]. A spacer-epitop kozos, kdzponti részét az Arg660, Tyr661, Tyr665, és részben az
Arg568, illetve Phe592 aminosavak alkotjak [106, 124, 125]. Erdekes modon ugyanez a
Spacer régid (Argb59, Arg660, Tyr661) jatszik kulcsfontossagu szerepet a VWF A2
doménjének felismerésében [106, 107], azaz az autoantitestek kotodése képes
megakadalyozni a VWF kotését és ezaltal annak elhasitasat [106, 125]. Ennek
megfelelden foleg ezek a spacer-ellenes autoantitestek felelések az ADAMTS13-gétlo
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hatasért [123]. Az enzim N-terminalis része (MDTCS) elleni autoantitestek dontden a
spacer domén ellen iranyulnak [121-123], azonban a szerzett TTP-s betegek tobbsége
hordoz az enzim C-terminalis része ellen iranyuldé autoantitesteket is: a CUBI-2
domének elleni autoantitestek 31-64%-ban, a 2-8. trombospondin domének elleni

antitestek 17-37%-ban fordulnak el6 [120, 122, 125].

A tobb epitop elleni autoantitestvalasz arra utal, hogy szerzett TTP-ben az ADAMTS13
elleni immunvalasz oligoklonalis jellegi, amit az ADAMTS13-specifikus B-sejt-
klonokat vizsgald tanulmanyok eredményei is megerdsitettek [127-130]. A spacer-
ellenes autoantitesteket termelé B-sejt-klonok antitest-repertoarja sok ko6z0s vonast
mutat: a nehézlancok varidbilis részét kodold régioknak a varhatondl joval nagyobb
aranya VH1-69 eredetli [127-130], egyes eltéré betegekbdl szarmazé klonok CDR3
régioi nagyfoku hasonlosagot mutatnak [129]. A CDR1 és CDR2 régiokban jelentds
szomatikus hipermutacié igazolhatd, az aminosavcserével jaré mutaciok magas

aranyaval, ami antigénvezérelt affinitasérési folyamatra utal [127-130].

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek az affinitdsérés mellett izotipusvaltason is atestek:
nagy résziik IgG izotipust [15, 16, 60, 116, 125, 131], de a betegek kisebb hanyadaban
(4-11%-ban, illetve 18-25%-ban) el6fordulhatnak IgM, illetve IgA izotipust antitestek
is [58, 60, 117, 125, 131, 132]. Az IgG izotipusi ADAMTS13-ellenes antitestek
tobbsége az IgG4 és IgG1 alosztalyba tartozik, eldbbi a betegek 69-93%-ban, utdbbi 52-
76%-ban fordul el6 [125, 131, 132]. 1gG2 és IgG3 izotipusu antitestek csak a betegek
kisebb részében (14-50%, illetve 8-33%), alacsonyabb koncentracioban fordulnak el
[125, 131, 132].

Az antitestek mennyisége, gatlo tulajdonsaga és azok izotipus-, illetve
alosztalyeloszlasa fontos prognosztikai tényezd. Az inhibitorok [47, 133], illetve az
IgA, IgGl és IgG3 antitestek mennyisége [58, 131, 134] korrelal az epizod
sulyossagaval (alacsony trombocitaszam, tobb plazmaferezis a remisszid eléréséig,
magasabb haldlozas). Magas inhibitorszint esetén gyakrabban fordul eld tartos

deficiencia remisszidban [58].

Az ADAMTS13-ellenes antitestek ugyanis nemcsak a betegség akut szakdban, hanem a
betegek egy részében (40-75%) remisszioban is kimutathatéak [116, 132]. A remisszid
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soran kimutathaté gatld antitestek tartos ADAMTS13-deficienciat idézhetnek eld,

amely relapszus kialakulasara hajlamosit [55, 58, 135].

Az antitestek nemcsak szabad formaban, hanem az ADAMTSI3-tartalma keringd
immunkomplexek formajaban is megtalalhatoak a keringésben [132, 136-139], bar az
immunkomplexek eléfordulasat illetéen elég eltérd eredmények sziilettek (47-97% az

akut szak soran, 48-93% remisszioban) [132, 138, 139].

Az immunkomplexeket alkotd antitestek alosztalyeloszlasa korrelal a szabadon keringd
alosztdlyok mennyiségével, bar az IgG4-tartalmi immunkomplexek kissé
feliilreprezentaltak, ebben szerepet jatszhat azok kisebb mérete ¢és csokkent

komplementaktivalo-, illetve Fc-receptor-koto képessége [132].

Az Fc régiojuk kiilonbozdségébdl fakaddan ugyanis az egyes IgG alosztalyok eltérd

funkcionalis jellemzdkkel birnak, ezeket a kovetkezdkben ismertetem.

1.3.2. Az egyes IgG alosztilyok szerkezeti és funkciondlis tulajdonsdgai, és ennek

jelentosége a szerzett TTP patogenezise szempontjabol

A fehérjetermészetli antigének elleni immunvalasz soran elsésorban IgG1 alosztalyu
antitestek keletkeznek, tobbnyire mas (IgG3 vagy IgG4) alosztalyokkal egyiitt [140].
Ennek megfeleléen az IgGl a leggyakoribb IgG alosztaly, az IgG izotipusu
immunglobulinok 60-70%-a ebbe az alosztalyba tartozik [140, 141]. Az IgGl
hatékonyan képes a Clq kotésére és ezaltal a komplementrendszer klasszikus utjanak

aktivalasara, emellett az Fc-receptorokhoz is hatékonyan kot6dik [140, 142-144].

A masodik leggyakoribb alosztaly az IgG2, amely az IgG antitestek 14-32%-at teszi ki
[140, 141]. Az IgG2 alosztalyt antitestek elsdsorban poliszacharid antigének ellen
keletkeznek [140, 145], a komplementrendszer klasszikus Gton torténd aktivalasara csak
— a poliszacharidokra jellemzé — magas antigénsiirtiség mellett képesek [144]. Az Fc

receptorokhoz igen gyengén kotédnek [140, 142, 143].

Az IgG antitestek 4-8%-a tartozik az IgG3 alosztalyba [140, 141]. Az IgG3 antitestek
elsdsorban fehérjeantigének ellen termelddnek IgG1l antitestekkel egyiitt, viralis
fertdzésekben gyakran ez az alosztaly jelenik meg els6ként, ennek ellenére IgG3-
dominans immunvalasz kialakulasa nem jellemz6 [140]. Az IgG3 alosztalyt antitestek a

leghatékonyabbak az effektor funkciok kivaltdsaban: nagy affinitassal kotik a Clg-t és
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az Fc-receptorokat is, ennek megfelelden hatékonyan aktivaljadk a komplementrendszert
¢és a fehérvérsejteket [140, 142-144]. Az 1gG3 molekuldk a tobbi IgG molekulahoz
képest igen hosszl és flexibilis hinge-régidval rendelkeznek, amely a Clq- és FcyR-
koté régid jobb hozzaférhetdségén keresztiill hozzajarul az IgG3 hatékony, pro-
inflammatorikus effektor funkcioinak ellatdsahoz [140]. Az IgG molekulak
szemben gyengén kotddnek, ezért féléletidejiik a keringésben — a tobbi alosztaly 21

napos féléletidejével szemben — csupan 7 napos [140, 146].

Az IgG4 az IgG izotipusu antitestek legkisebb hanyadat (2-6%) kitevé alosztaly [140,
141]. Elsosorban fehérje jellegli antigének (gyakran allergének) ellen termelddik,
altalaban IgG1 (valamint féregfertdzések és allergének esetén IgE) antitestekkel
egyetemben [140]. 1gG4-dominans immunvalasz gyakran hosszas, nem fertézéshez
tarsuld antigénstimulaciot kovetéen alakul ki, példaul terapias plazmafehérjék
(hemofilia kezelése kapcsan VIII-as és [X-es véralvadasi faktorok) ellen [140, 147],
illetve immunterapia hatasara [148]. Immunterapia soran az IgG4 antitestek
megjelenése altaldban egylitt jar a tiinetek lecsengésével, aminek hatterében az IgG4
alosztalyba tartoz6 antitestek rendkiviil gyenge komplement- €s fehérvérsejt-aktivalod

képessége all [140, 148].

Az IgG4 molekula rendelkezik azzal a sajatos tulajdonsaggal, hogy a két nehézlancot
Osszetartd diszulfidhid egy idére megsziinik, lehetévé téve két eltérd klonalitasu, egy-
egy nehéz- és konnyiilancbol allo félmolekula kapcsolodasat [149-151]. Az igy létrejott
IgG4-molekuldak két eltéré antigénfelismerd régiojukkal két kiilonbozé antigén
megkotésére képesek (bispecifikusak), azonban mindkét antigén ellen csak egy
antigénfelismer6 régioval rendelkeznek (monovalensek) [149-152]. Az IgG4 molekulak
tobbségének monovalencidja megakadalyozza, hogy az altaluk felismert antigénnel
kapcsolddva nagy immunkomplexeket alkossanak, ami tovabb csokkenti komplement-

és fehérvérsejt-aktivalo képességiiket [150, 152].

Viszonylag inert jellegiik ellenére szdmos autoimmun betegségben igazoltak az IgG4-

alosztalyu antitestek koroki szerepét [153, 154].

Az ADAMTSI13 fehérjeantigén, ennek megfelel, hogy az ellene keletkezd autoantitestek

jelentOs része az IgG1 alosztalyba tartozik. Az IgG4 alosztalya autoantitestek magas
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aranyanak hatterében pedig a hosszas, nem fert6zéshez tarsul6 antigénstimuléacio allhat,
hasonloan az egyéb plazmafehérjék — pl. a Vlll-as és [X-es véralvadasi faktor — ellen

kialakulé antitestvalaszhoz.

Az IgGl és IgG3 antitestek kifejezettebb, proinflammatorikus effektor funkcidinak
szerepe lehet abban, hogy ezen alosztalyok szintje korrelal a TTP-s epizodok rosszabb

progndzisaval.

Az ADAMTSI3 elleni antitestek legalabb kétféle eltéré mechanizmussal képesek
ADAMTS13-deficienciat eldidézni: egyrészt az enzim funkcidjdnak kozvetlen gatlasa
altal [15, 16, 60, 116], masrészt az enzim keringésbdl torténd eltavolitasanak fokozasan
keresztiil [60, 117, 118, 123]. Az antitestek gatlo hatasa els6sorban az epitopspecificitas
fliggvénye: a gatld antitestek szinte kivétel nélkiil a spacer domén meghatarozott
részlete ellen iranyulnak [123]. A keringésbdl torténd eltavolitas hatékonysagat viszont
a fent emlitett eltéré immunologiai tulajdonsagaik révén az antitestek alosztalya jelentds
mértékben befolyasolhatja. Ennek megfeleléen, bar nem két kiilon antitestpopulaciorol
van szO6 — uUgyanis a gatlo antitestek is részt vesznek az enzim eltavolitasanak
fokozasaban [123] — elképzelhetd, hogy az eltérd alosztalyokba tartozo ADAMTS13-
ellenes antitestek elsdsorban més-mas mechanizmussal jarulnak hozza az ADAMTS13-
deficiencia kialakulasdhoz: egyesek foleg az enzim eliminacidjanak hatékonyabb

fokozasan keresztiil, mig masok a hatékonyabb enzimgatlas utjan.

Bar egyre tobb ismerettel rendelkeziink az ADAMTS13-elleni autoantitesteket illetden,
a keletkezésiik oka és pontos mechanizmusa egyeldre ismeretlen. A tovabbiakban az
autoantitestek  keletkezésének legfontosabb 4ltalanos mozzanatait, illetve az
ADAMTS13-elleni autoantitestek keletkezésével kapcsolatos jelenlegi ismereteinket

szeretném Osszefoglalni.

1.3.3. Genetikai és kornyezeti tényezok szerepe a toleranciavesitésben ¢éS az

autoantitestek keletkezésében

Szamos mechanizmus hivatott biztositani, hogy a sajat antigének ellen ne alakuljon ki
immunvalasz. A centrdlis tolerancia lényege, hogy a thymusban (T-sejtek esetén),
illetve a csontvelében (B-sejtek esetén) azok az éretlen limfocitdk, amelyek a sajat

antigéneket nagy hatékonysaggal képesek felismerni, az Un. negativ szelekcié soran
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elpusztulnak. A sajat antigéneket gyengén felismerd T- és B-sejtek tulélhetnek, am ezek
a limfocitdk normadlis korilmények kozott, az antigénekkel vald sorozatos,
kostimulacios szignalok hianydban torténd taldlkozas hatdsara anerggé valnak vagy
elpusztulnak, ezt nevezik periférias tolerancianak. A sajat antigéneket felismerd T-
sejtek egy része regulator T-sejtekké alakul, amelyek a tobbi immunsejt szuppresszidja

révén szintén részt vesznek a periférias tolerancia kialakitasaban.

Az autoimmunitas, azaz a sajat antigének elleni immunvalasz hatterében a toleranciat
fenntartd folyamatok Osszeomlasa, az un. toleranciavesztés all. Jelenlegi ismereteink
alapjan a toleranciavesztés genetikailag fogékony egyedekben, kornyezeti tényezok

hatasara jon létre.

A genetikai fogékonysag meghatarozdsdban szamos gén vesz részt, amelyek koziil az

MHC-II molekulak szerepe a legismertebb.

Az egyén MHC-II-molekula-készlete meghatarozza, hogy az antigénprezentalo sejtek
az egyes fehérjeantigének peptidrészleteit (azaz T-sejt-epitopjait) milyen hatékonyan
képesek prezentdlni a CD4+ helper T-sejtek felé¢, ami viszont meghatarozza az adott
fehérjeantigének immunogenitasat. EQy sajat antigén peptidszakaszainak rossz
hatasfoku prezentacidja esetén el6fordulhat, hogy az antigén T-Sejt-epitopjaira
specifikus éretlen T-sejtek aktivacioja nem lesz elég magas ahhoz, hogy elpusztuljanak,
igy ezek megmenekiilhetnek a — centralis tolerancia kialakulasa szempontjabol
kulcsfontossagii — negativ szelekcié elél [155, 156]. A magas hatékonysagu
antigénprezentaci6 ezzel szemben a periférias tolerancia attorését, azaz az adott T-sejt-
epitop irant kisebb affinitast mutatd (és ennek kovetkeztében tuléld) helper T-sejtek
aktivaciojat segitheti el [155]. Az autoantigének T-sejt-epitopjait felismer6 CD4+
helper T-sejtek aktivacidja kulcsfontossagll a fehérjeantigének elleni autoantitestvalasz

kialakulasaban.

Az MHC-II géneknek az autoimmunitas kialakuldsadban jatszott szerepét aldtdmasztja,
hogy a legtobb autoimmun betegség (SLE [157], 1-es tipusu diabetes mellitus [158],
rheumatoid arthritis [159], sclerosis multiplex [160], myasthenia gravis [161], coeliakia
[162] stb.) esetén talaltak Osszefiiggéseket a betegség kialakulasanak rizikoja és egyes
HLA-DRBI, illetve DQBI1 allé¢lok hordozéasa kdzott. Az asszociacids vizsgalatok soran

elsésorban a legnagyobb variabilitast mutatdé DRB1 és DQBI1 géneket vizsgaltak. Ezek
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a gének a 6-os kromoszoma rovid karjan talalhat6 MHC-l6kuszban helyezkednek el a
tobbi MHC-II és MHC-I molekulat, illetve az antigénprezenticioban ¢&s az
immunrendszer miikkodésében fontos szerepet jatszo szamos tovabbi molekulat kodolo
génekkel egyetemben. A gének kozelsége miatt az egyes DRB1 és DQBI1 allélok
egymdssal ¢és tovabbi immungének bizonyos alléljaival kapcsoltan, haplotipusok

formajaban 6roklédnek [163].

Ennek megfelelden egy DRBI, illetve DQBI1 allél gyakorisaganak egy autoimmun
betegség kialakuldsanak kockazataval valo Osszefliggése nem feltétleniil utal annak oki
szerepére, el6fordulhat, hogy az allélt hordozd haplotipus rizik6fokozd vagy
rizikdcsokkentd hatasaért az adott haplotipuson elhelyezkedé masik genetikai elem
felelés. Ennek megfeleléen a DRB1 ¢és DQBI1 allélokkal vald betegség-asszociaciokra
vonatkoz6 eredményeket Ovatossdggal kell kezelnilink, az asszocidciok vizsgéalatanal
pedig helyesebben jarunk el, ha az allélok helyett a haplotipusok gyakorisaganak

valtozasarol, és azok rizikdéfokozd vagy protektiv hatasardl beszéliink.

Az MHC-II mellett a sajat antigénekkel szembeni toleranciat mas gének is
befolyasoljak, ezek egyike a PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
22). A PTPN22 gén egy Lyp nevezetii nem receptor tipusu tirozin-foszfatazt kodol,
amely a T-sejt-receptor jelatvitelének szabalyozasaban jatszik szerepet, ennek
megfeleléen az MHC-II molekulakkal egyiitt befolyasolhatja a centralis tolerancia
kialakulasat [164-166]. A PTPN22 gén c¢.1858C>T polimorfizmusa (rs2476601) az
R620W aminosavcserén keresztiil a Lyp fehérjének az azonos jelatviteli uton szerepet
jatszo Csk molekulaval valo interakciojanak gatlasat eredményezi [167, 168], ami a T-
sejt-receptor jelatvitelének fokozott gatlasahoz vezet [169]. Bar egyel6ére nem ismert,
hogy a fenti molekularis valtozasok miként idézik azt el6, de a ritka c.1858T all¢l tobb
autoimmun betegségben (RA, SLE, I-es tipusi cukorbetegség, myasthenia gravis,
Basedow-kor, stb.) jatszott rizikofokozd szerepét szamos tanulmany eredményei

tamasztjak al4 [167, 168, 170-172].

A fenti genetikai tényezOkon tal az autoimmun betegségekre vald fogékonysag
meghatarozasaban fontos szerepet jatszik a nem. Bar a jelenség hattere — a nemi
hormonok, terhesség ¢és mikrokimérizmus, X-kromoszoma, epigenetika, kornyezeti

tényezOk esetleges szerepe — nem tisztazott [173], a nem koroki szerepét alatamasztja,
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hogy a férfiak és n6k korében az autoimmun betegségek jelentds részének eléfordulasa
eltér6. Az autoimmun betegségek tobbsége (SLE, Sjogren-szindroma, Graves-kor,
Hashimoto-thyreoiditis, primer biliaris cirrhosis, sclerosis multiplex, rheumatoid
arthritis, coeliakia) [173, 174] a n6k, mig kisebb hanyada (Reiter-szindroma, spondilitis
ankylopoetica, amiotrophias lateralsclerosis) [173, 174] a férfiak korében gyakoribb.

Erdekes modon a két nem tagjai kozott nem csak a betegségre vald fogékonysag eltérd
bizonyos autoimmun betegségekben, hanem a betegség kialakulasanak rizikoja és az

egyes HLA-allélok hordozasa kozotti 6sszefliggések eréssége is [173, 175-179].

A fenti oOrokletes tényezOk befolyasoljak ugyan az autoimmun betegség iranti
fogékonysagot, de a betegség kialakuldsaban tovabbi, kdrnyezeti tényezok is szerepet

jatszanak. A fert6zések tobbféle modon vezethetnek periférias toleranciavesztéshez.

A periférids tolerancia fenntartdsdban a szoveti dendritikus sejtek fontos szerepet
jatszanak az altal, hogy a sajat antigéneket kostimulator molekulak nélkiil mutatjak be a

helper T-sejteknek, ami ez utdobbiakban anergia kialakulasahoz és apoptdzishoz vezet.

Amennyiben a szoveti dendritikus sejtek egy korokozo hatasara aktivalodnak, az altaluk
bekebelezett — dontéen korokozo-eredetli, am részben sajat — fehérjékbol szarmazd
peptideket kostimulator molekulakkal egyiitt mutatjak be a helper T-sejteknek, ami azok
aktivaciojahoz vezet. Ha a dendritikus sejtek az adott sajat antigént nagyobb
mennyiségben képesek felvenni (pl. az antigénnek a dendritikus sejt receptoraihoz vagy
a korokozohoz torténd nagy affinitast kotédése esetén), illetve ha hatékonyan képesek a
sajat antigénbdl szarmazd peptideket prezentalni (pl. adott MCH-II repertoar mellett),
akkor a bemutatott sajat peptideket felismerd helper T-sejtek aktivalodhatnak. Ezt a

folyamatot nevezik bystander-aktivacionak.

A fertzés kovetkeztében torténd toleranciavesztés tovabbi lehetséges oka a molekularis
mimikri. Ennek 1ényege, hogy bizonyos koérokozo-eredetli peptidek nagyon hasonléak
lehetnek egy sajat fehérje eredetli peptidhez. A fert6zés hatdsara az aktivalt dendritikus
sejtek altal bemutatott korokozo-eredetli peptidek igy a hasonld sajat antigén eredetli
peptidet felismeré helper T-sejtek aktivaciojan keresztiill a sajat antigén elleni

immunvalasz alakulhat ki.
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1.3.4. Az ADAMTSI13 elleni autoantitest-vdlasz kialakuldsanak lehetséges

mechanizmusai

Az ADAMTSI13 elleni gatlo antitestek kialakuldsanak pontos mechanizmusa egyeldre
nem tisztazott. Ennek megfelelden ezen alfejezetben a patomechanizmussal kapcsolatos
jelenlegi ismereteinket, lehetséges modelleket és a legfébb megvalaszoland6 kérdéseket

szeretném Osszegezni.

Az ADAMTSI13 fehérje természetii antigén, ami azt jelenti, hogy a hatékony
immunvalaszhoz aktivalt CD4+ helper T-sejtek kozremiikodése sziikséges. Amint a
korabbiakban ismertettik, a TTP-s betegek ADAMTS13-elleni antitestjei
izotipusvaltason és affinitasérésen esnek at. Ezek a folyamatok a csirakozpontokban
mennek végbe, amelyek kizarolag az antigént (B-sejt-epitopokat) felismerd B-sejtek és
az MHC-II molekuldkon bemutatott antigén-eredetli peptideket (T-sejt-epitopokat)
felismerd aktivalt CD4+ helper T-sejtek egyiittes jelenléte esetén alakulnak ki.

Erdekes modon az egészséges egyének egy része (4-5%) is hordoz ADAMTS13 elleni,
vagy legalabbis in vitro koriilmények kozott ADAMTSI13 enzim kotésére képes
antitesteket [60, 116]. Ez az arany egyes autoimmun betegségekben (SLE, APLS)
szenvedd betegekben, illetve elhizott egyénekben ennél is magasabb (13-18%, illetve
20% koriili) [60, 180]. Ezek az antitestek nem képesek az ADAMTS13 funkcidjanak
gatlasara és jelenlétilk nem jar egyiitt alacsonyabb ADAMTS13-antigénszinttel [60,
116, 180], de arra utal, hogy a TTP-ben nem szenvedd egyének egy része rendelkezik
olyan B-sejtekkel, amelyek képesek Ilehetnek az ADAMTSI3 enzim kotésére,
internalizalasara, €s ennek megfeleldéen ADAMTS13-eredetli peptidek bemutatasara is.
Amennyiben ezek a B-sejtek az altaluk bemutatott peptideket felismerd aktivalt helper
T-sejtekkel taldlkoznak, aktivacidjukat kovetden a csirakdzpont-reakcid soran olyan
klénokat hozhatnak létre, amelyek nagyobb affinitast, potencialisan koroki szerepli

ADAMTS13-ellenes antitestek termelésére képesek.

A hivatasos antigénprezentald sejtek koziil nemcsak egyes B-sejtek, hanem a naiv
CDA4+ helper T-sejtek aktivalasaban kulcsfontossagu dendritikus sejtek is képesek az
ADAMTS13-enzim megkotésére és felvételére a manndz-receptoron keresztiil [181].

Ezenkiviil a makrofagok is képesek az ADAMTS13 endocitozisara a CD163 scavenger-
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receptoraikon keresztiil, a dendritikus sejteknél joval nagyobb hatasfokkal, de ennek

jelentésége a naiv T-sejtek aktivalasa szempontjabol nem tisztazott [182].

Az ADAMTS13-eredetli peptidek prezentalasanak hatékonysagat az endocitozis mellett
a peptideknek az egyén MHC-II molekuldihoz torténd kotddésének erdssége is
befolyasolja. Fiiggetlen munkacsoportok eredményei alapjan a DRBI*11 (*1101 és
1104) ¢és az ezzel kapcsoltan 6roklodé DQB1*0301 allélok ardnya magasabb, a
DRB1*04 ¢és az ezzel kapcsolt DRB4 aranya pedig alacsonyabb az eurdpai szerzett
TTP-s betegek korében az egészséges populaciohoz viszonyitva [183-186]. Az egyes
DR ¢és DQ allélok egymassal, illetve az immunrendszer egyéb fehérjéit kodold génekkel
torténd kapcsolt oroklodése megneheziti a fentiekhez hasonl6 asszociacios eredmények
értelmezését és a HLA-DR-DQ haplotipus rizikofokozo, illetve protektiv hatasért

felel6s fehérje, illetve genetikai elem azonositasat.

Egy, genomszerte szamos SNP-re kiterjedd, immunochip-alap asszociaciés vizsgalat
eredményei alapjan a HLA lokuszban, a DRA és DRBS5 kozott elhelyezkedd rs6903608
SNP korrelalt legerésebben a TTP kialakulasaval [187]. A vizsgalatban a feltehetden
azzal egy haplotipuson elhelyezked6 DRB1*11, DQB1*0301 ¢és DQAI1*0505 is
pozitivan korreldlt a rizikoval, de az rs6903608 SNP hatasa ezekétdl fliggetlennek
bizonyult [187]. A rizik6fokozo tulajdonsaga hatterében a fenti SNP-nek mas HLA-,
illetve T-sejt-receptor-gének expressziojat befolyasold (eQTL) hatasa allhat [187].

Mindazonaltal szamos eredmény utal bizonyos MHC-II molekuldknak a TTP
patomechanizmusaban jatszott kozvetlen szerepére. Kimutattdk, hogy a DRBI1*11-
pozitiv egyének monocitdibol differencialtatott, ADAMTS13-mal inkubalt dendritikus
sejtek mind az ADAMTS13 enzim CUB2 doménjének azonos core-szekvenciaval
(FINVAPHAR) rendelkez6 peptidjeit prezentaltak [188]. A DRBI1*03 allélt hordozo
dendritikus sejtek elsdsorban egy masik, szintén CUB2-eredetii peptidet (ASYILIRD)
egy DRB1*11-hordozé TTP-s beteghen a FINVAPHAR peptidre, egy DRB1*03-
pozitiv betegben pedig az ASYILIRD peptidre aktivacioval reagalé CD4+ T-sejtek
jelenlétét sikeriilt igazolni [189]. A szintén CUB2 domén eredetii ADAMTS 132391253
peptidet DRB1*01 allélt hordozé dendritikus sejtek képesek bemutatni, a peptidet egy
DRB1*01-pozitiv TTP-s beteg CD4+ T-sejtei felismerték [190].
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Mias HLA-DR molekuldk is képesek lehetnek ADAMTSI13-eredetli peptidek
prezentalasara, elsésorban magasabb antigénkoncentracié mellett [188, 191]. A DQ
molekuldk is képesek lehetnek ADAMTSI13-eredetli peptidek bemutatasara, az altaluk
prezentalt peptidek spektruma részben atfed a DR molekuldkon bemutatott
peptidekével, de annal sziikebb [191]. Magasabb antigénkoncentraciok esetén is csak a
sejtek kozel fele prezentalt ADAMTS13-eredetli peptideket DQ molekuldkon keresztiil
[191]. A prezentalt ADAMTSI13-eredetli peptidek alacsony szamanak hatterében
feltehetéen az ADAMTS13 nem elég hatékony felvétele all [191].

A dendritikus sejtek mannoz-receptora az ADAMTS13 glikanjait ismeri fel, igy azok
modosulasai (deglikozilacid, hiperglikozilacid) befolyasolhatjak a dendritikus sejtek
altali endocitozis hatékonysagat [181]. A megvaltozott glikozilacid a peptidek

prezentacidjat és antigenitdsat is megvaltoztathatja, de a glikozilalt peptidek

bemutatasara vonatkozé ismereteink egyeldre hianyosak [191].

A CDA4+ helper T-sejtek aktivaciojahoz az MHC-II molekulakon hatékonyan bemutatott
peptidek felismerésén tul az antigénprezentdlo sejtek felszinén kifejezett kostimulator
molekulak is sziikségesek. A dendritikus sejtek szamos patogén-asszocialt molekularis
mintazatot felismerd receptorral rendelkeznek (ilyenek a toll-like receptorok (TLR) is),
ezek aktivalasa fokozza az antigénprezenticid hatékonysagat és a kostimulécio
erOsségét. Fertdzés esetén az aktivalt dendritikus sejtek ennek megfelelden az
elésegitve a peptidekre specifikus CD4+ helper T-sejtek bystander-aktivacijat. Erdekes
modon két TLR9 SNP gyakoribb (elsdsorban a DR11-negativ) TTP-s betegek korében,

ami fokozhatja a dendritikus sejtek aktivaciojat bizonyos fert6zések esetén [192].

Az is elképzelhetd, hogy egyes fertdzések soran olyan, mikrobidlis peptidekre
specifikus T-sejtek aktivalodnak, amelyek a bemutatott ADAMTS13-peptideket is
képesek felismerni, €s ez a keresztreakcio biztositja az ADAMTS13 enzimet felismerd
B-sejtek aktivacidjahoz sziikséges stimulust (molekularis mimikri) [193]. A TTP-s
epizoédokat valoban gyakran elézik meg kiilonféle fertézések [192]. Ezek egyrészt
fennall6  ADAMTSI3 deficiencia mellett az endotélsejtekbdl torténé ULVWE-

felszabadulas utjan vezethetnek TMA kialakulasahoz, azonban a fent ismertetett
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mechanizmusok révén szerepet jatszhatnak az ADAMTSI3-deficienciat el6idézo

antitestvalasz kivaltasaban is.

Fontos megemliteni, hogy a szerzett TTP-s betegek tilnyomo tobbsége (75-80%) nd
[22, 72, 194], ami arra utal, hogy a néi nem szintén noveli a betegség kialakulasanak
kockézatat, &m a rizik6fokozo hatds pontos mechanizmusa — és a HLA-DR-DQ

haplotipusok jelentdsége az egyes nemek esetén — egyeldre nem tisztazott.

A nyugat-eurdpai regiszterek tanusaga szerint a TTP gyakrabban fordul el feketékben,
mint kaukazusiakban [22, 72, 194, 195], amit részben magyarazhat a feltehetGen
protektiv HLA-DRB1*04 allél ritkabb eléfordulasa koriikkben [195].

Erdemes megemliteni, hogy a HLA-allélok gyakorisiga az eurdpai kaukazusi
populacion beliil is mutat regionalis kiilonbségeket [196-198]. Mivel egy asszociacios
vizsgalat els6sorban a populacioban gyakoribb allélok vizsgalatara alkalmas, ezért
eltérd populaciok vizsgalata mas-més allélok esetleges rizikofokozo- vagy

rizikdcsokkentd szerepére derithet fényt.

Az egyes HLA-allélok mellett a PTPN22 gén c.1858C>T polimorfizmusanak
gyakorisaga is jellegzetes foldrajzi kiilonbségeket mutat [199]. Ennek megfelelen
érdemes lehet megvizsgalni a polimorfizmus kapcsolatat a szerzett TTP kialakuldsanak
kockézataval annak ellenére, hogy egy korabbi vizsgalatban nem talaltak kiilonbséget a
szerzett TTP-s betegek ¢€s egészséges egyeének csoportjai kozott a minor allélt hordozok
aranya tekintetében [184]. Elképzelhet6 az is, hogy a polimorfizmus hatasat a genetikai
hattér — tobbek kozott eltérd6 MHC allélok hordozasa — befolyasolhatja. A PTPN22
polimorfizmus ¢s a HLA-DR ¢és DQ allélok kapcsolatat még nem vizsgaltdk szerzett

TTP-ben.

Az antitestkeletkezés szempontjabol fontos tavlatokat nyitott az a nemrégiben tett
felismerés, hogy az ADAMTS13 miikddése soran konformacidvaltozast szenved [113,
114], felfedve addig rejtett epitopokat. A TTP akut szakdban az ADAMTS13-enzimek
dontéen nyitott konformacidban vannak [200], gjabb, még nem publikalt eredmények
alapjan a konformaciovaltozasban egyes ADAMTS13-elleni antitestek is szerepet
jatszanak. Elképzelhetd, hogy ezek az Un. nyitod antitestek fontos szerepet jatszanak
abban, hogy az ADAMTSI3 enzim rejtett doménjei elérhetdvé valnak az

immunrendszer szamara, igy lehetévé téve a spacer domén meghatarozott epitopja
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elleni immunvalasz beinduldsat és ezaltal a TTP-ben koroki szerept gatld antitestek

keletkezését.

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek keletkezése mellett szintén keveset tudunk az
autoantitest-valasz id6ébeli valtozasairol. Pedig a relapszusok és azok kezelése soran —
illetve az antigén tartos jelenléte miatt akar remisszié alatt is — az ADAMTS13 elleni
autoantitest-valasz bizonyos valtozasokon mehet keresztiil, amely érintheti az
autoantitestek mennyiségét, alosztalyeloszlasat, affinitasat és — ezeken keresztiil — gatld

hatasuk er6sségét is.

A fentieken tal megvalaszolandé kérdés az is, hogy a betegségre hajlamosité genetikai
faktorok hordozasa az autoantitestek kialakuldsanak esélyén kiviil vajon az autoantitest-

valasz bizonyos mennyiségi vagy mindségi jellemzdire is hatdssal van-e?
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2. CELKITUZESEK

2.1. A szerzett TTP Kkialakuldsanak kockazatat befolydsolé genetikai tényezdék

vizsgalata

Elso vizsgalatunkban azt a célt tiztiik ki, hogy:

1.

Megvizsgaljuk az egyes HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP
kialakuldsanak kockazatara gyakorolt hatasat a magyar populacidban.
Ennek érdekében meghataroztuk és Osszehasonlitottuk az egyes HLA-DR-DQ
haplotipusokat hordoz6 egyének aranyat magyar szerzett TTP-s betegek ¢és

egészséges magyar kontrollszemélyek egy-egy csoportjaban.

. Megvizsgaljuk az egyes HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP

kialakuldsédnak kockazatara gyakorolt hatasat kiilon a ndk, illetve a férfiak korében.
E célbol az 1. pontban leirt O0sszehasonlitasokat nemek szerinti bontasban is

elvégeztik.

Megvizsgaljuk a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmusnak a szerzett TTP
kialakulasanak kockazatara gyakorolt hatdsat a magyar populacidban.
Ehhez a — mas autoimmun betegségekben rizikofokozo hatasunak bizonyult —
ritka PTPN22 ¢.1858T allélt hordozo szerzett TTP-s betegek és egészséges

kontrollszemélyek aranyat allapitottuk meg és hasonlitottuk dssze.

. Megvizsgaljuk, hogy hogyan befolyasolja a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus a

HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP kialakuldsanak kockéazatara kifejtett
hatasat.
Ennek érdekében oOsszehasonlitottuk a szerzett TTP-s betegek és egészséges
kontrollszemélyek aranyat a ritka PTPN22 ¢.1858T allél, valamint a rizikofokozo,
illetve rizikocsokkentd HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasa alapjan képzett

csoportokban.
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2.2. Az ADAMTS13 elleni autoantitest-valasz jellemzéinek vizsgalata

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek tulnyomo része az IgG osztalyba tartozik, 1gG

izotipusi ADAMTS13-ellenes autoantitestek gyakorlatilag minden TTP-s betegben

kimutathatdak a betegség akut szakaban, illetve a betegek egy részében remisszidban is.

Ennek megfeleléen masodik vizsgalatunkban azt a célt tliztiik ki, hogy:

1.

3.

Meghatarozzuk és Osszehasonlitsuk az ADAMTS13 elleni 1gG autoantitestek
koncentracidjat, alosztalyeloszlasat és gatlo hatasat szerzett TTP-s betegek
kiilonboz6 stadiumokban — az elsé akut epizdd soran, relapszusban és remisszidoban —

vett mintaiban.

. Megvizsgaljuk az ADAMTS13 elleni IgG autoantitestek alosztalyeloszlasanak

szerepét az ADAMTS13-gatl6 hatas kifejtésében.
Ennek érdekében egyrészt megvizsgaltuk az egyes IgG alosztilyokba tartozo
ADAMTS13-ellenes  autoantitestek  koncentraciojanak  kapcsolatat  az
ADAMTS13-gatlas erdsségével, masrészt kozvetleniil sszehasonlitottuk eltérd

betegmintak gatlo hatasat.

Megvizsgaljuk a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasa és az ADAMTS13 elleni
autoantitest-valasz jellemz6i kozotti kapcsolatot.
E célbol osszevetettik az ADAMTS13 elleni 1gG autoantitesteknek a
rizikofokozo, illetve rizikdcsokkentd HLA-DR-DQ haplotipusokat hordozo,

crer

alosztalyeloszlasat.
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3. MODSZEREK

3.1. Beteg- és mintabevalasztasi kritériumok

3.1.1. A TTP diagnosztikai kritériumai és a TTP-HUS regiszter

Laboratoriumunkban 2007 augusztusa oOta zajlik trombotikus mikroangiopatias betegek
differencidldiagnosztikdja. A diagnosztikus  mérések  elvégzése  céljabol
laboratoriumunkba érkezett mintdkat ez idd ota taroljuk, a vizsgalt betegek és mintdik
adatait pedig egy regiszterben (TTP-HUS regiszter) rogzitjiik. A dolgozat alapjat
képezd kutatdsokba a betegeket és mintdkat a regiszterben szerepldk koziil valogattuk

be a késobbiekben részletezett kritériumok alapjan.

A szerzett TTP diagnézisat az alabbi kritériumok alapjan allitottuk fel:

1) trombocitopénia (150 G/L alatti trombocitaszam)

2) mikroangiopatids hemolitikus anémia (csdkkent hemoglobinszint, emelkedett
LDH, negativ Coombs-teszt, fragmentocitak a periférias vérkenetben)

3) deficiens ADAMTS13-aktivitas (<10% az alabb részletezett FRET esszével
meghatarozva)

4) kimutathatd ADAMTSI13-inhibitorok (funkcionalis, keveréses vizsgalattal) vagy
ADAMTS13-ellenes IgG autoantitestek (ELISA modszerrel)

Az elsé két kritérium éppen zajlo trombotikus mikroangiopatiara utal, azaz a négy
kritérium egyiittes teljesiilése a TTP akut szakara jellemzd; a masodik két kritérium
ezzel szemben remisszioban 1évé TTP esetén is teljesiilhet. Egyes esetekben a korabban
lezajlott trombotikus mikroangiopatia (1. és 2. kritérium) miatt kivizsgalt beteg
diagndzisat remisszioban allitottuk fel igazolhato ADAMTSI13-deficiencia ¢és

kimutathat6 inhibitorok (3. és 4. kritérium) alapjan.

A laboratoriumunkba kiildott mintdk kozott ennek megfeleléen voltak akut szakbol és
remissziobodl szdrmazd mintdk is. Az akut szakbol szarmaz6 mintdk nagyobbik hanyada
a terdpia (plazmaferezis) megkezdése eldtt lett levéve, kisebbik hanyaduk esetén a
mintavétel a zajlo kezelés mellett, az aznapi plazmaferezis el6tt tortént. A komplett
remissziot (roviden: remisszid) akkor mondtuk ki, ha a trombocitaszam a kezelés

felfliggesztésétdl szamitva 30 napon keresztil a normaltartomanyban volt és nem
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jelentkeztek 1) tiinetek. A remisszio elérését kovetd ujabb TTP-s akut epizodokat

neveztiik relapszusnak.

A laboratériumunkba kiildott vérmintak periférids vénabol vagy centralis vénas
kaniilbol lettek véve. Rovid szallitasi id0 esetén a vérmintakat hiitott csomagokban,
4°C-os homérsékleten szallitottdk laboratoriumunkba, majd a vérsejteket €s a savot
vagy plazmat centrifugalassal valasztottuk el. Hosszabb szallitdsi id0 esetén a
centrifugalds a mintavételi hely szerinti laboratériumban tortént, a szeparalt vérsejteket,
savot, illetve  plazméat  fagyasztva, -20°C-os  hdémérsékleten  szallitottak
laboratoriumunkba. A szérum-, illetve plazmamintakat alikvotok formajaban -70°C-on

taroltuk a mérések elvégzéséig.

A vizsgalatokat a Helsinki Nyilatkozatban rogzitett elveknek megfelelden végeztiik, a
mintak felhasznaldsa a betegek irdsos, tajékozott beleegyezésével tortént, a vizsgélatot
(4 trombotikus mikroangiopatiak etiopatogenezisének komplex vizsgdlata) az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga

jovéhagyta.

3.1.2. A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus

vizsgdlatiba bevont betegek és kontrollszemélyek

A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 gén c.1858C>T polimorfizmusanak
vizsgalatahoz a betegbevalogatas 2015 juliusaban zarult le, ekkor 84 igazolt szerzett
TTP-s beteg szerepelt a regiszteriinkben. A fenti betegek koziil 76 esetében allt
rendelkezésiinkre, vagy volt utélag elérhetd a DNS-izolalashoz sziikséges EDTA-val
antikoagulalt teljes vérminta. A 76 betegbdl egy beteget zartunk ki délkelet-4zsiai
szarmazasa miatt, mivel a HLA-DR-DQ haplotipusok eloszldsa eltérd etnikai és
foldrajzi eredetli populaciokban jelentds kiilonbségeket mutat. A vizsgalatba bevont 75
beteg mindegyike Magyarorszagrol (73 f6) vagy kornyezd kozép-eurdpai orszagokbol
(1 6 Horvatorszagbol, 1 {6 Szlovakiabol) szarmazott. A HLA-DR-DQ vizsgélatdhoz
kontrollként 204 egészséges személy (csontvelOtranszplantacid elétt allé gyermekek
sziilei (106 f6), illetve csaladvizsgalatban részt vevd sziilék (98 f6)[202]) adatai
szolgaltak. A HLA-DR eredmény az 0sszes kontroll (204 f6) esetében elérhetd volt, a
HLA-DQ eredmény pedig a betegek egy alcsoportjaban (162 f6) volt ismert. A

37



DOI:10.14753/SE.2020.2372

PTPN22-polimorfizmus vizsgalatdhoz 169 kontrollszemély esetén rendelkeztiink a

szlikséges mintaval.

3.1.3. Az ADAMTS13-ellenes autoantitestek alosztalyeloszlasanak és gatlo hatasanak

vizsgalataba bevont betegek és mintdik

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek alosztalyeloszldsanak és gatld hatdsanak
vizsgalatat 81 szerzett TTP-s beteg 101 ADAMTS13-ellenes 1gG-t tartalmazo
mintdjaban végeztiik el. A betegbevalasztas 2017 marciusaban zarult, a regiszteriinkben
ekkor szerepld 113 szerzett TTP-s beteg 6sszes ADAMTS13-deficiens (és néhany nem
deficiens) mintdjaban elvégeztik az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek
meghatarozasat, amely 109 betegminta esetében bizonyult pozitivnak. Ez utobbi
mintakban kiséreltiikk meg az alosztalyeloszlas vizsgélatat, amely 101 minta esetén volt
sikeres, 8 mintdban tul alacsony volt az autoantitestek koncentracidja az
alosztalyeloszlas meghatdrozasdhoz. Az alosztalyeloszlas tekintetében vizsgalt 101
minta 81 TTP-s beteghez tartozott, a betegek és mintak betegségstadiumok szerinti

megoszlasat a 4. abra mutatja.

A 101 minta koziil 100 esetében volt deficiens az ADAMTS13-aktivitas, ezek kozil 97
elérhetd minta esetén keveréses vizsgalatot (lasd a modszerek leirasanal) végeztiink az
ADAMTS13-inhibitorok kimutatisa céljabol. Az autoantitestek fajlagos géatld hatasat
azokban az akut mintdkban vizsgéaltuk, amelyekben az IgG4 ardnya 70% feletti (19
minta) vagy 30% alatti (16 minta) volt, illetve az 6sszes elérhetd remisszidés mintaban

(14 minta, mind IgG4-dominans).
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Mintatipusok szama betegségstadium szerint

Osszesen

81 beteg

101 minta
Akut szak Remisszo
76 beteg |I 12 || > 17 beteg
80 minta 21 minta

Elsé epizod Elsé epizdéd utan
61 beteg ——[Z > 9 beteg

61 minta 10 minta
Relapszus —_ Relapszus utdn
19 beteg 6 9 beteg
19 minta 11 minta

4. Abra. Az alosztalyeloszlas vizsgalatahoz bevalogatott TTP-s betegek és mintak
eloszlasa betegségstadiumok szerint. Az egyes csoportok k6zos betegeinek a szamat
az 0sszekdtd vonalakon, szovegdobozokban jeldltem.

3.2. Alkalmazott médszerek

A modszerek ismertetését a szerzett TTP diagnozisanak felallitasahoz sziikséges tesztek
bemutatasaval (ADAMTSI13-aktivitasmérés, funkcionalis ADAMTSI3-inhibitor-
meghatarozas, ADAMTSI13-ellenes IgG ELISA) kezdem, majd a tobbi mddszert a
vizsgalatok id6beli sorrendjében mutatom be. Az altalunk bedllitott modszerek menetét
részletesebben ismertetem, a széles korben ismert és hasznalt modszerek esetén a
részletek tekintetében utalok a protokollt leird publikacidkra, gyari kitek esetén a kit

leirasara.

3.2.1. Az ADAMTS13-enzimaktivitas mérése

Az  ADAMTS13-enzimaktivitds ~ meghatarozasa  fluoreszcencia  rezonancia
energiatranszfer (FRET) elven tortént [52, 203], a FRETS-VWF73 (Peptides

International Inc., Louisville, KY, USA) szubsztrat felhasznalasaval.
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A fenti szubsztratot az ADAMTSI13 enzim specifikusan képes felismerni €s hasitani, a
hasitasi hely két oldalara egy fluoreszcens molekula, illetve egy elnyeld (quencher)
molekula van szintetizdlva. Ha a szubsztrat hasitatlan formaban van jelen, a
fluoreszcens molekula gerjesztése esetén nem detektalhatd kibocsatott sugarzas, mivel
azt a kozeli quencher molekula elnyeli. A szubsztrat hasitdsa esetén a két molekula
térben tavol keriil egymastol, igy a fluoreszcens molekula altal kibocsatott sugarzas
mérhetéveé valik. A kinetikus mérés iddtartama soran az ADAMTS13 enzim egyre tobb
FRETS-VWEF73 szubsztratot hasit el, igy a fluoreszcens molekula gerjesztése esetén
annak kibocsatasi hullimhosszan egyre erésebb jelintenzitas detektalhat6. Az intenzitast
a mérés kezdete oOta eltelt id6 fiiggvényében abrazolva egyeneseket kapunk, amelyek
meredekségébdl lehet kovetkeztetni a mintaban mérhetd6 ADAMTS13-aktivitasra.

A mérés soran a vizsgalandd kontroll és betegmintikat a reakciopufferben (5 mM Bis-
Tris, 25 mM CacCl,, 0,005% Tween-20, pH 6,0) 1:25 aranyban higitottuk, valamint a
100% névleges ADAMTSI13-aktivitdsu poolozott normal citratos plazmamintabdl az
1:25-6s higitastol (100%) kezdddden 5 1épcsOs higitasi sort készitettiink 1:400-as
higitasig (6,25%), a higitasi sor 6. eleme a 0%-0s névleges aktivitast reakciopuffer volt.
Pozitiv kontrollként egy egészséges egyén mintdjat, negativ kontrollként pedig egy
szerzett TTP-s beteg deficiens (0%) aktivitasu, magas ADAMTSI3 elleni autoantitest-
titerii mintdjat hasznaltuk. A higitott kalibratorokbol, kontrollokbol és betegmintakbol
20-20 pL-t egy 384-lyuku fehér mikrolemez megfeleld lyukaiba pipettaztunk,
FRETS-VWF73 szubsztrat 20-20 plL-ét, majd a lemezt a 37°C-ra elOomelegitett
mérdmiiszerbe (Chameleon microplate reader, Hidex, Turku, Finnorszag) helyeztiik. A
kinetikus mérés egy oran keresztiil, percenkénti leolvaséssal zajlott 37°C-on, 340 nm-es
gerjesztési és 460 nm-es kibocsatasi hulldimhosszon. A tovabbi kiértékelést a GraphPad
Prism 5 (GraphPad Softwares Inc., La Jolla, CA, USA) statisztikai programmal
végeztiik. A kapott egyenesek meredekségét meghataroztuk, majd a kalibratorok
meredekségi értékeit az ismert ADAMTS13-aktivitasuk fliggvényében abrazoltuk, az
igy eldallt kalibracids gorbe alapjan hatiroztuk meg a betegmintdk meredekségébdl

azok ADAMTS13-aktivitasat.
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3.2.2. Az ADAMTS13-inhibitorok kimutatdsa funkciondlis vizsgdlattal

Az ADAMTSI3 elleni gatlo autoantitestek (inhibitorok) kimutatdsat deficiens
ADAMTS13-aktivitas esetén végeztiik. A beteg tomény citratos plazmamintajanak 50
uL-ét 6sszekevertiik 50 pL poolozott normal citratos plazmaval, majd a kevert minta, a
tomény betegminta, illetve a poolozott normal citratos plazmaminta 100-100 pL-ét
37°C-on 2 6ran at razdasztalon inkubaltuk. Ezt kdvetden az inkubalt mintak aktivitasat a
3.2.1. pontban részletezett moédon meghataroztuk, majd egy szorzdval gy korrigaltuk,
hogy az inkubalt normal citratos plazmaminta aktivitasa 100% legyen. Ebben az esetben
az inkubdlt tomény betegminta aktivitdsdnak deficiensnek, az eredetileg mért
aktivitassal megegyezonek kellett lennie, a kevert minta aktivitdsa pedig a
betegmintaban 1év6 szabad inhibitorok jelenlétérdl és a gatlds erdsségérdl tajékoztatott.
Az inhibitorok teljes hidnya esetén (pl. mutacidé miatt hidnyz6 enzim velesziiletett TTP-
ben) a 0%-os betegminta és a 100%-o0s normal minta 1:1 aranyu keverékében 50%-0s
enzimaktivitas mérhetd. A beteg mintdjaban foloslegben jelen 1évo inhibitorok a normal
plazmaban jelen 1évé ADAMTSI13 enzimek gatlasa altal 50% alatti enzimaktivitast
eredményeznek. Minél erdsebb a gatlas a betegmintaban, annal alacsonyabb a kevert
minta ADAMTS13-aktivitasa. Diagnosztikus vizsgélataink soran a kevert minta 40%
alatti aktivitasa esetén beszéltiink kimutathatd szabad ADAMTS13-inhibitorokrol.

3.2.3. Az ADAMTS13 elleni IgG autoantitestek kimutatdisa ELISA modszerrel

crer

alapjan, ELISA mddszerrel hatdroztuk meg, a gyari Technozym ADAMTSI13-Inh® kit
(Technoclone GmbH, Bécs, Ausztria) segitségével. A gyartdé ajanlasa alapjan a 15

U/mL feletti antitestkoncentraciokat tekintettiik pozitivnak.

3.2.4. DNS-izoldlas

A DNS izolaldsa EDTA-val antikoagulalt teljes vérbél tortént kisozasos médszerrel, a

Miller és mtsai altal publikalt protokoll alapjan [204].

3.2.5. HLA-tipizadlas és a HLA-DR-DQ haplotipusok predikcioja

A HLA-DR ¢és HLA-DQ allélok alacsony felbontdsi meghatdrozasat az Orszagos

Vérellatd Szolgalat Transzplantaciés Immungenetikai Laboratoriuméban végezték
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szekvenciaspecifikus oligonukleotid- hibridizaciés modszerrel (One Lambda, Canoga
Park, CA, USA).

A csaladvizsgalatban szerepld 98 kontrollszemély esetében a HLA-DR-DQ
haplotipusokat a csalddtagok HLA-DR ¢és HLA-DQ eredményeinek ismeretében a
szegregacid alapjan hataroztuk meg. A tovabbi 64 HLA-DR ¢és HLA-DQ
eredményekkel egyarant rendelkezé kontrollszemély és a 75 szerzett TTP-s beteg
haplotipusait a Phase (v2.1) [205, 206] program segitségével prediktaltuk. A prediktalt
haplotipusokat 95%-os valdsziniiség felett fogadtuk el.

3.2.6. A PTPN22 gén c.1858C>T polimorfizmusanak vizsgalata

A PTPN22 gén c.1858C>T polimorfizmusat az érintett DNS szakasz polimerdz
lancreakcioval (PCR) torténd megsokszorozasat kovetden RFLP (restrikcids
fragmenthossz-polimorfizmus) médszerrel vizsgaltuk. A PCR-hez az alabbi primerpart
alkalmaztuk: 5’-GCCTCAATGAACTCCTCAA-3’ (forward) és 5’-
CCTCCTGGGTTTGTACCTTA-3’ (reverse)(Laddha ¢és mtsai cikke alapjan [207]). A
PCR-mix Osszetétele a kovetkezd volt: 0,5 pM mind a reverse, mind a forward
primerbdl, 0,2 mM dNTP, 0,035 U/uL. DNS-polimerdz (GoTaq G2 Flexi; Promega
Corporation, Madison, WI, USA), 1 mM MggCl,, 0,5-sz6ros toménységli Q-oldat
(Qiagen Gmbh, Hilden, Németorszag), 1-szeres toménységii reakciopuffer (Green
GoTaq Flexi Buffer; Promega Corporation, Madison, WI, USA), ¢és hozzavetdlegesen 1
ng/puL DNS-minta. A reakcidelegy Ossztérfogata 10 pL volt mintanként. A denaturacid
95°C-on, a kapcsolodas (annealing) 58°C-on, az extenzid pedig 72°C-on zajlott. A
kezdeti, 15 perces denaturacios 1épést kovetden 35 ciklus ment végbe, a denaturacio 15
masodpercig, a kapcsolédds és az extenzid pedig 30-30 masodpercig zajlott, a

ciklusokat egy 10 perces végsd extenzios 1épés kovette.

Az RFLP sordn a 400 bazispar méretli PCR-terméket 0,5 U/uL Rsal enzimmel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) egy éjszakan 4t emésztettilk. A PCR-termék 2
kontroll hasitasi helyet tartalmazott, igy a vad tipusu termék Osszesen 3 helyen hasadva
4 fragmenst eredményezett, melyek hossza 13, 228, 44, illetve 115 bazispar volt. A
minor allélt tartalmazd PCR-termék 2 helyen, azaz 3 fragmensre hasadt, amelyek 13,

272 és 115 bazispar hosszusaguak voltak. Az emésztett PCR-terméket az elektroforézis
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soran 2%-os agarozgélben futtattuk, és a GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, USA)
festékkel tettiik lathatova.

3.2.7. Az IgG izotipusu ADAMTSI13-ellenes autoantitestek alosztilyeloszlasanak

meghatdrozdsa

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek alosztalyeloszlasanak meghatarozasat ELISA
modszerrel végeztik. A betegek mintait rekombinans ADAMTS13-mal fedett
mikrolemezekben inkubaltuk, majd az egyes IgG alosztalyokba tartozo autoantitesteket
alosztalyspecifikus méasodlagos antitestek segitségével detektaltuk. Hogy a masodlagos,
konjugélt antitestek eltérd affinitdsa és az antitestekhez kapcsolt enzimek eltérd
aktivitdsa ne torzitsa a mérési eredményeinket, az alosztilyok nyers
abszorbanciaértékeit (optikai denzitds, OD) nem kozvetleniil egymashoz viszonyitottuk,
hanem az adott alosztalyhoz tartoz6 kalibracios gérbék alapjan hatdroztuk meg az egyes

alosztalyokba tartozo lekotédott autoantitestek mennyiségét.

A kalibréacios gorbék eldallitasdhoz kalibratorlemezeket készitettiink az alabbi médon.
Ismert alosztalyd human IgG molekulakbol (Abcam Plc, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag; katalogusszamok: IgG1 - ab90283, 1gG2 - ab90284, 1gG3 - ab118426, 1gG4
- ab90286) 9,8-as pH-ju bikarbonatoldatban felez6 higitasi sorokat készitettiink 1
pg/mL koncentraciotdl 15,6 ng/mL koncentracioig, a higitasi sor utolsd6 eleme egy
bikarbonatoldatot tartalmazo6 vak volt (0 ng/mL). A higitasi sorokat egy 96-lyuk, lapos
alji polisztirol mikrolemezben (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster,
Ausztria) allitottuk elé 100 pL/lyuk végtérfogatban, alosztalyonként két-két parhuzamos
higitasi sort készitettliink. A kalibratorlemezt egy ¢jszakan 4t 4°C-on inkubaltuk, majd a
mérést megeldzéen szobahdmeérsekletlire melegitettiik. Ezt kdvetden a lemezeket 200
puL/lyuk térfogati mosdoldat (a Technozym ADAMTS-13 Inh® kit mosooldata)
hozzaadasaval egy alkalommal mostuk, majd 110 pL/lyuk blokkolooldat (0,5% m/v
zselatin — PBS) hozzaadasaval 50 percen keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk. (5.

abra, 1-2. panel)

A vizsgadlandd betegmintdkat a Technozym ADAMTS-13 Inh® kit mintahigito
oldataval a kivant mértékben higitottuk. A higitas mértékét az ADAMTS13-ellenes IgG
(Technozym ADAMTS-13 Inh® kit segitségével korabban meghatarozott)

koncentracioja szerint hataroztuk meg elOkisérletek tapasztalatai alapjan: 100 U/mL
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alatti antitestkoncentracio esetén 12,5-szeres, 100 és 200 U/mL ko6zotti koncentracio
esetén 20-szoros, 200 feletti koncentracio esetén 50-szeres vagy 100-szoros kezdeti
higitasokat alkalmaztunk. A higitds optimalis mértéke fliggott az autoantitestek
alosztalyeloszlasatol is, ezért tobb esetben a mérést egy masik koncentracioban meg
kellett ismételniink. A higitott mintdkban az ADAMTS13-ellenes 1gG autoantitestek
végkoncentracidja 2 és 10 U/mL kozotti tartomanyban volt. A higitott betegminték 100-
100 pL-ét a Technozym ADAMTS-13 Inh® esszé rekombinans ADAMTS13-mal fedett
lemezének 4-4 lyukaba pipettaztuk — a négy IgG-alosztalynak megfeleléen — majd a
lemezt egy 6ran keresztiil (a kalibratorlemez mosasaval és blokkolasaval egyidejiileg)
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Az inkubacids id6 leteltét kovetden a kalibratorlemezt
3 alkalommal, a mintdkat tartalmazo mikrolemezt pedig 5 alkalommal mostuk 200

uL/lyuk mosodoldat hozzaadasaval. (5. abra, 1-2. panel)

Ezt kovetden az alosztalyspecifikus masodlagos, torma-peroxidazzal (HRP) jelolt egér
anti-human (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA; katalogusszamok: IgG1 - 9054-
05, 19gG2 - 9060-05, 1gG3 - 9210-05, 1gG4 - 9200-05) antitesteket adtuk hozza a
kalibratorlemez és a mintalemez (a négy azonos minta egyikét tartalmazo) megfeleld
oszlopaihoz. Az anti-IgG1 és anti-1gG2 antitesteket 1°000-szeres, az anti-IgG3 antitestet
10°000-szeres, az anti-IgG4 antitestet 5°000-szeres higitasban alkalmaztuk.
(ElSkisérletek tanusaga alapjan az alkalmazott koncentraciokban a masodlagos
antitestek csak a megfeleld alosztalyl antitesteket ismerték fel, keresztreakciot, vagyis a
tobbi alosztalyba tartozo antitestekhez torténd érdemi kotddést nem tapasztaltunk.) A
higitast a Technozym ADAMTS-13 Inh® kit mintahigité oldataval végeztiik, a higitott
masodlagos antitestek 100 plL-ét pipettaztuk a megfelelé lyukakba (5. abra, 3. panel).
A lemezeket egy oran keresztiil inkubaltuk, majd mindkét lemezt 6 alkalommal mostuk

a fent ismertetett modon.

Ezutan 100 pL/lyuk kromogén szubsztratot (Tetramethylbenzidine (TMB), Novex®
TMB by Life Technologies, Frederick, MD, USA) adtunk a lemezekhez, majd a
megfeleld szin elérése utan a reakciot 50 uL/well 4N H»SO4 hozzdadédséaval leéllitottuk.
Az egyes masodlagos antitestek el0hivdsa soran a szinreakcio kinetikaja eltérd volt,
ennek megfeleléen kiilonbozo eldhivasi idoket alkalmaztunk (IgG1 — 8 perc, 1gG2 — 5
perc, 1I9G3 — 1,5 perc, 1gG4 — 1,5 perc), de a kalibratorlemez és a mintékat tartalmazé

lemez azonos masodlagos antitestekkel jeldlt oszlopait szigortan azonos ideig hivtuk
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el6. Az abszorbanciaértékeket 450 nm-es hulldamhosszon hatdroztuk meg 620 nm-es

referencia-hullamhossz mellett.

Kalibratorlemez Mintalemez

1. Fedés [ Fedve

Rekombinans ADAMTS13

2. Blokkolas / Mintak

Blokkold oldat Mintak ( mindegyik 4x)
000000000000 0000000000006
000000000000, 000000000000

3. Masodlagos antitestek
a-lgGl a-1gG4a anti-lgG1 anti-lgG4

5. Abra. Az ismert alosztalyi antitestek, mintak és masodlagos antitestek
elhelyezése az ELISA 1épései soran.
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A kalibratorlemezen talalhato kalibratorok meghatarozott abszorbanciaértékeit a
standardok ismert antitest-koncentraciojanak fiiggvényében abrazolva
alosztalyspecifikus kalibracios gorbéket készitettiink (6. abra, A panel), majd a mintak
abszorbanciaértékeibdl a megfeleld kalibracids gorbe alapjan meghataroztuk a vizsgalt

alosztalyba tartozo lek6tddott autoantitestek mennyiségét (6. abra, B panel).

A kalibracios gorbék alapjan meghataroztuk az egyes alosztidlyokhoz tartozé alsd és
felsd értékelhetoségi hatarokat: eldébbit a legalacsonyabb, vaktol eltéré kalibrator
koncentraciojaként definidltuk, utdbbinak a kalibrator gorbe legalabb 0,02 OD/ng
meredekségli, kozel linearis szakaszdnak legmagasabb pontjat tekintettik. Az
értékelhetdség also hatdra alatti értékeket nullanak tekintettiik. Amennyiben valamelyik
alosztalyhoz tartoz6 érték az értékelhetdség felsd hataranal magasabb volt, nem tudtunk
értéket hozzarendelni, az adott minta esetében a mérést nagyobb higitdsban

megismételtiilk (mind a négy alosztalyra nézve).

Minden minta esetében Osszeadtuk az egyes alosztilyba tartozd lekotodott
autoantitestek mennyiségét, majd az alosztalyspecifikus értékeket a lekotddott
autoantitestek Osszmennyiségével osztva hatdroztuk meg a mintdban talalhatd
ADAMTS13-¢cllenes IgG autoantitestek szazalékos alosztalyeloszlasat (7. abra, A
panel).

crer

ismertetett modon meghatarozott szazalékos értékeket megszoroztuk a mintak
(Technozym ADAMTS-13 Inh® kit segitségével korabban megmért) ADAMTSI13-

crer

ellenes 1gG-koncentracidjaval (7. abra, B panel).

Az egyes mérések Osszevethetdségének biztositasa céljabol minden mérés soran egy
kontrollminta alosztalyeloszlasat is meghataroztuk. A kontrollminta, valamint tovabbi
mintak ismételt mérései alapjan az intra-assay variacios koefficiens 6,5%-0s, az inter-

assay variacios koefficiens 13,6%-0s volt.
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Fedési mennyiség (ng/lyuk)

6. abra. Kalibratorgorbék, értékelésiik és hasznalatuk. (A) A kalibratorlemez ismert
készitett alosztalyspecifikus kalibratorgdrbék. A szaggatott vonalak az értékelhetdség
fels6 hatarat jelolik, alosztalyonként. (B) A fenti gorbék kinagyitott részlete. Az
Osszefliggd vonalak jelolik egy adott minta alosztalyspecifikus abszorbanciaértékeit és
az ezek alapjan meghatarozott fedési mennyiségeket. Ez utobbiakat tdblazatos formaban
is feltlintettiik. A lekotddott IgG2 mennyisége (2,5 ng) alacsonyabb, mint az
értekelhetdség als6 hatara, ezért 0-nak tekintettilk. A szaggatott vonalak az
értékelhetdség also hatarat jelolik, alosztalyonként.
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Lek&t8dott autoantitestek dsszmennyisége

A
Lekdt6dott autoantitestek
mennyisége IgG alosztalyonként
(ng/lyuk)
17,3
15,6
Osszeadva
—
3,1
or [
B

Az egyes IgG alosztalyba tartozo
lekotddott autoantitestek aranya
(%)

48%
(17,3/36,0) 43%
(15,6/36,0)
alosztalyos érték
osztva az 6sszmennyiséggel
9%
(3,1/36,0)

o [

Az ADAMTS13-ellenes IgG osszkoncentracioja

Az egyes IgG alosztalyba tartozo
lekotddott autoantitestek aranya

autoantitestek abszolut koncentracidja
(%) (U/mL)
48%
43% 44,9
(93,6 0,48) 40,3
(93,6 x0,43)
szorozva azaz egyen\o
9% (93,6 x o 09
0%

(100%)

Az egyes IgG alosztalyokba tartozo

7. abra. Az egyes IgG alosztalyba tartozo ADAMTS13-ellenes autoantitestek
relativ és abszollit koncentracidinak meghatarozasa. (A) Az IgG alosztalyok relativ
koncentracioinak szamitasa. (B) Az IgG alosztalyok abszolut koncentracidinak

szamitasa.

3.2.8. Az ADAMTS 13 elleni autoantitestek fajlagos gatlo hatasanak meghatdrozdsa

A vizsgalatra kivalasztott betegmintdkat pH 7,4-es kémhatasi PBS oldatban higitottuk

olyan médon, hogy a higitott betegmintdk ADAMTS13-ellenes IgG koncentracidja
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azonos, 25 U/mL-es legyen. A higitas mértékét a mintak korabban meghatarozott
ADAMTS13-ellenes IgG koncentracioi alapjan szdmitottuk ki. A higitott betegmintakat
a minta tipusanak megfeleléen normal szérum- vagy citratos plazmamintaval kevertiik
Ossze 3:1, 1:1 és 1:2 aranyban, 60 ulL-es 0ssztérfogatban, majd a kevert mintédkat 2 6ran
at 37°C-on inkubaltuk. A kevert mintdk ADAMTS13-aktivitasat a 3.2.1. pontban leirt
moddon meghataroztuk, és egy szorzoval ugy korrigaltuk, hogy az egyezd tipusu (szérum
vagy plazma) inkubalt normal minta aktivitdsa 100% legyen. A kevert minta aktivitasa a
mintaban talalhat6 ADAMTS13-¢ellenes autoantitestek fajlagos gatlo hatasat jelezte,
minél alacsonyabb volt az aktivitas, annal er6sebb volt az autoantitestek fajlagos gatlo

hatasa.

3.3. Statisztikai analizis

Statisztikai szdmitasainkat a GraphPad Prism 5 (GraphPad Softwares Inc., La Jolla, CA,
USA) szoftver segitségével végeztiik el.

Mivel mintainkban az értékek a legtobb esetben nem normal eloszlast mutattak, ezért a
csoportokat a medidn és az interkvartilis tartomany megadéasaval irtuk le, és nem
paraméteres statisztikai probakat végeztiink. Két fiiggetlen csoport Osszehasonlitdsara
Mann-Whitney-tesztet, két Gsszetartozo csoport 6sszehasonlitasara parositott Wilcoxon-
tesztet hasznaltunk. Tobb fiiggetlen csoportot a Kruskal-Wallis-, tobb Osszetartozo
csoportot pedig a Friedman-teszttel hasonlitottunk Ossze, az egyes csoportok kozti
kiilonbségeket a Dunn-féle post hoc teszttel vizsgaltuk. Két valtozo kozotti dsszefliggés
vizsgélatara a Spearman-probat alkalmaztuk. A diszkrét valtozok kozotti kapcsolatot a
khi-négyzet teszttel, alacsony elemszam (5 alatti varhato elemszam barmely csoportban)
esetén a Fisher-féle egzakt teszttel vizsgaltuk. A nemek ardnyanak eltérOségét
egymintas khi-négyzet probaval vizsgaltuk, a HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22
€.1858 polimorfizmus interakcidjanak vizsgalatara tobbvaltozos logisztikus regresszios

tesztet alkalmaztunk.

Kétoldalu statisztikai probakat végeztiink, 0,05 alatti p-értékek esetén tekintettiik az
eredményt statisztikailag szignifikansnak. Két csoport tobb szempontbol torténd

Osszehasonlitasa esetén Bonferroni-korrekciot alkalmaztunk.
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4. EREDMENYEK

41. A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 c¢.1858C>T polimorfizmus
gyakorisaganak, valamint ezek Osszefiiggéseinek vizsgalata szerzett TTP-s

betegekben

Hogy a HLA-DR-DQ haplotipusoknak ¢és a PTPN22 gén c¢.1858C>T
polimorfizmusanak a  szerzett TTP  kialakuldsaban  jatszott  szerepére
kovetkeztethessiink, meghataroztuk az egyes HLA-DRBI1 allélokat, a HLA-DRB1-
DQBI1 haplotipusokat és a PTPN22 c.1858 genotipusokat hordozok ardnyat szerzett

TTP-s betegek és egészséges kontrollszemélyek csoportjaiban.

4.1.1. A betegcsoport és a kontrollcsoportok leirdsa

A vizsgalatba 6sszesen 75 szerzett TTP-s beteget vontunk be, esetiikben mind a DRBI,
a DQBI1 és PTPN22 ¢.1858 genotipus meghatarozasra kertilt. A szerzett TTP-s betegek
eredményeit az egészséges kontrollszemélyeknek az adott eredménnyel rendelkezd
alcsoportjainak eredményeihez viszonyitottuk. A kontrollszemélyek mindegyike (204
f6) esetében volt ismert a DRB1 genotipus, mig a DQB1 genotipus 162 f§ esetében, a
PTPN22 c.1858 genotipus 169 f6 esetében volt ismert, dsszesen 132 beteg esetében
tudtuk meghatarozni a DRB1-DQBI1 haplotipust és a PTPN22 ¢.1858 genotipust is.

A vizsgalatba bevont szerzett TTP-s betegek és kontrollok adatait az 1. tablazatban

foglaltam Ossze.

1. Tablazat. A genetikai vizsgalatba bevont betegek és kontrollszemélyek kor és
nemek szerinti megoszlasa.

TTP-s Kontrollszemélyek
betegek Osszes / DRB1- PTPN22 DRB1-DQB1
DRB1 DQB1 + PTPN22
Egyének szama 75 204 162 169 132
Eletkor (év) 41 (32-48) | 55 (41-64) | 57 (46-66) | 56 (42-67) | 57 (46-67)
Nemek (nd/férfi) 60/15 117/87 86/76 100/69 71/61
Nok aranya (%) 80,0 57,4 53,1 59,2 53,8

A kontrollszemélyeknek az elérhetd eredmények alapjan képzett alcsoportjait is
feltlintettem. Az életkort *median (interkvartilis tartomany)’ formatumban tiintettem fel.
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A TTP-s betegek atlagos ¢életkora tobb mint 10 évvel alacsonyabb volt az egészséges
kontrollok barmely alcsoportjadhoz képest. Az egészséges kontrollok alcsoportjaiban a
nemek aranya kozel azonos volt, kis néi tulsullyal, ezzel szemben a TTP-s betegek

csoportjaban a ndk ardnya joval magasabb volt (80,0% vs. 57,4%, p<0,0001).

4.1.2. A DRBI allélokat és DRBI-DQBI haplotipusokat hordozok aranya

A korabbi eredményekkel valo 0sszevethetdség kedvéért a DRBI1 allélokat hordozok
aranyanak oOsszehasonlitasat is elvégeztilkk, de a DRBI ¢és DQBI allélok kapcsolt
oroklodése miatt az eredmények értelmezése szempontjdbol a DRBI-DQB1

haplotipusok dsszehasonlitasara helyeztiik a hangsulyt.

Az egyes DRBI1 allélokat, illetve DRB1-DQB1 haplotipusokat hordozé TTP-s betegek,

valamint egészséges egyének szamat és aranyat a 2. és 3. tablazatokban mutatom be.

2. Tablazat. Az egyes HLA-DRBI1 allélokat hordoz6 egyének aranya és szama a
TTP-s betegek, illetve az egészséges kontrollszemélyek csoportjaban.

Hordozdk ardnya és szdma
HLA-DR Egészséges TTP-s betegek
allél kontollok (N=75)
(N=204)
DRB1 % (n) % (n) p-érték OR (CI)
01 18,6 (38) 10,7 (8) 0,1121
03 20,1 (41) 24,0 (18) 0,5098
04 21,1 (43) 10,7 (8) 0,0543
07 27,0 (55) 10,7 (8) 0,0035 0,32 (0,15-0,72)
08 8,8 (18) 6,7 (5) 0,6334
09 2,0 (4) 0,0 (0) 0,5768
10 2,5(5) 2,7 (2) 1,0000
11 28,9 (59) 56,0 (42) <0,0001 | 3,13(1,81-5441)
12 4,4 (9) 9,3 (7) 0,1454
13 19,1 (39) 8,0 (6) 0,0273 0,36 (0,15-0,91)
14 5,9 (12) 13,3 (10) 0,0478 2,46 (1,02-5,97)
15 14,2 (29) 28,0 (21) 0,0129 2,35 (1,24-4,45)
16 12,7 (26) 9,3 (7) 0,5333

Szignifikans Osszefliggés esetén az adott allélt félkovér kiemeléssel jeldltem, ehhez a
Bonferroni-korrekcio nélkiili szignifikanciaszintet vettem alapul. A Bonferroni-
korrekciot kdvetden a szignifikanciaszint p=0,0038 (0,05/13). N, n: az egyének szama a
csoportban, illetve az allélt hordozd egyének szama. OR: esélyhanyados (odds ratio),
Cl: 95%-o0s konfidenciaintervallum (confidence interval).
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3. Tablazat. Az egyes HLA-DRB1-DQBI1 haplotipusokat hordozé egyének aranya
és szama a TTP-s betegek, illetve az egészséges kontrollszemélyek csoportjaban.

Hordozok ardnya és szama
HLA-DR-DQ iiﬁr’]s;;igof TTP-s betegek
haplotipus (N=162) (N=75)
DRB1 | DQB1 % (n) % (n) p-érték OR (CI)
01 05 17,9 (29) 10,7 (8) 0,1808
03 02 19,8 (32) 22,7 (17) 0,6087
04 03 18,5 (30) 10,7 (8) 0,1818
07 02 21,6 (35) 6,7 (5) 0,0046 0,26 (0,10-0,69)
07 03 3,7 (6) 4,0 (3) 1,0000
08 03 1,2 (2) 0,0 (0) 1,0000
08 04 6,8 (11) 6,7 (5) 1,0000
09 03 2,5 (4) 0,0 (0) 0,3106
10 05 3,1(5) 2,7 (2) 1,0000
11 03 27,2 (44) 56,0 (42) <0,0001 | 3,41 (1,93-6,05)
12 03 4,9 (8) 9,3(7) 0,2508
13 03 3,7 (6) 4,0 (3) 1,0000
13 06 13,6 (22) 4,0 (3) 0,0243 0,27 (0,08-0,92)
14 05 6,2 (10) 13,3 (10) 0,0796
15 06 11,7 (19) 25,3 (19) 0,0125 2,55 (1,26-5,18)
16 05 11,1 (18) 9,3(7) 0,8214
Egyéb /nem 2,8 (9) 4,0 (3)
meghatarozott

Szignifikans Osszefiiggés esetén az adott allélt félkovér kiemeléssel jeldltem, ehhez a
Bonferroni-korrekcio nélkiili szignifikanciaszintet vettem alapul. A Bonferroni-
korrekciot kovetden a szignifikanciaszint p=0,0031 (0,05/16). N, n: az egyének szama a
csoportban, illetve az haplotipust hordozo egyének szama. OR: esélyhanyados (odds
ratio), Cl: 95%-os konfidenciaintervallum (confidence interval).

A DRBI1*11, *14 ¢és *15 allélokat hordozok ardnya kétszer magasabb volt a TTP-s
betegek, mint az egészséges kontrollok csoportjaban (rendre 56,0% vs. 28,9%, 13,3%
vs. 5,9%, illetve 28,0% vs. 14,2%), a DRB1*07 és *13 aranya pedig tobb mint kétszer
alacsonyabb volt (10,7% vs. 27,0%, illetve 8,0% vs. 19,1%). A DRB1*11 ¢s DRB1*07
allélok esetén a kiilonbség a Bonferroni-korrekcié utan (korrigalt p=0,0038) is

szignifikans maradt.
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A DRB1-eredményeknek megfeleléen a DRB1*11-DQB1*03, DRB1*14-DQB1*05, és
DRB1*15-DQB1*06 haplotipusokat hordozok ardnya is tobb mint kétszer magasabb
volt (rendre 56,0% vs. 27,2%, 13,3% vs. 6,2%, illetve 25,3% vs. 11,7%). A kiilonbség a
DRB1*14-DQB1*05 haplotipus esetén nem bizonyult szignifikansnak, viszont a
DRB1*11-DQBI1*03 haplotipus esetében Bonferroni-korrekciot kdvetden (korrigalt
p=0,0031) is szignifikdns maradt.

A DRB1*07 ¢és 13 all¢lokat tartalmazo haplotipusok koziil a DRB1*07-DQB1*02 és a
DRB1*13-DQB1*06 haplotipusokat hordozok ardnya csaknem haromszor alacsonyabb
volt a TTP-s betegek csoportjaban az egészséges kontrollokéhoz képest (6,7% vs.
21,6%, illetve 4,0% vs. 13,6%), ezzel szemben a DRB1*07-DQB1*03 és DRB1*13-
DQB1*03 haplotipusokat hordozok aranyaban nem volt kiilénbség a csoportok kozott
(4,0% vs. 3,7% mindkét esetben).

A fenti eredmények a DRBI1*11-DQB1*03 és DRB1*15-DQB1*06 haplotipusok
rizikéfokozé és a DRB1*07-DQB1*02 ¢és DRBI1*13-DQB1*06 haplotipusok

rizikocsokkent6 hatasara utalnak.

Az esélyhanyados (odds ratio; 95%-0s konfidencia-intervallummal) a DRB1*11-
DQBI1*03 haplotipus esetében 3,41 (1,93-6,05), a DRB1*15-DQBI1*06 esetében 2,55
(1,26-5,18), a DRB1*07-DQB1*02 esetében 0,26 (0,10-0,69), a DRB1*13-DQB1*06
esetében pedig 0,27 (0,08-0,92) volt.

4.1.3. A DRB1-DQBI haplotipusok ardanya nékben és férfiakban

Tekintettel arra, hogy a szerzett TTP ndi dominanciaji megbetegedés, €s a beteg- és
kontrollcsoportok kézott Iényeges eltérés volt a nemi aranyokban, stratifikalt analizist is
végeztiink. A DRB1-DQB1 haplotipusoknak a beteg- ¢s kontrollcsoportokban tapasztalt

aranyat a 4. tablazatban foglaltam 6ssze nemek szerinti bontasban.
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4. Tablazat. Az egyes HLA-DRB1-DQBI1 haplotipusokat hordozé egyének aranya
és szama a néi és férfi TTP-s betegek, illetve az egészséges nok és férfiak
csoportjaban.

N6i hordozok Férfi hordozok
aranya €s szama aranya €s szama
HLA- Egészséges TTP-s Egészséges TTP-s
DR-DQ kontrollok | betegek kontrollok | betegek
haplotipus (N=86) (N=60) (N=76) (N=15)
DR 1 DQ % (n) % (n) p-érték | OR (CI) % (n) % (n)
Bl Bl
01 05 19,8 (17) 10,0 (6) | 0,1651 15,8 (12) 13,3 (2)
03 02 20,9 (18) | 21,7 (13) | 1,0000 18,4 (14) 26,7 (4)
04 03 19,8 (17) 10,0 (6) | 0,1651 17,1 (13) 13,3 (2)
0,19
07 02 22,1 (19) 5,0(3) | 0,0045 (0,05- 21,1 (16) 13,3 (2)
0,66)
07 03 4,7 (4) 5,0(3) | 1,0000 2,6 (2) 0,0 (0)
08 03 2,3(2) 0,0(0) | 0,5125 0,0 (0) 0,0 (0)
08 04 3513 6,7 (4) | 0,4460 10,5 (8) 6,7 (1)
09 03 2,3(2) 0,0(0) | 0,5125 2,6 (2) 0,0 (0)
10 05 4,7 (4) 1,7(1) | 0,6489 1,3(1) 6,7 (1)
4,41
11 03 26,7 (23) | 61,7 (37) | 0,0001 (2,17- 27,6 (21) 33,3 (5)
8,93)
12 03 3513 8,3(5) | 0,2737 6,6 (5) 13,3 (2)
13 03 3513 50(3) | 0,6899 3903) 0,0 (0)
0,10
13 06 14,0 (12) 1,7(1) | 0,0151 (0,01- 13,2 (10) 13,3 (2)
0,83)
14 05 2,3(2) 8,3(5) | 0,1238 10,5 (8) 33,3 (5)
2,92
15 06 12,8 (11) | 30,0 (18) | 0,0122 (1,26- 10,5 (8) 6,7 (1)
6,77)
16 05 9,3(8) 10,0 (6) | 1,0000 13,2 (10) 6,7 (1)

Szignifikans Osszefiiggés esetén az adott allélt félkovér kiemeléssel jeldltem, ehhez a
Bonferroni-korrekcio nélkiili szignifikanciaszintet vettem alapul. A Bonferroni-
korrekciot kovetden a szignifikanciaszint p=0,0031 (0,05/16). N, n: az egyének szama a
csoportban, illetve az haplotipust hordoz6 egyének szama. OR: esélyhanyados (odds
ratio), Cl: 95%-os konfidenciaintervallum (confidence interval).
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Az Osszesitett eredményekhez hasonléan a TTP-s betegek korében a DRBI1*11-
DQB1*03 és DRB1*15-DQBI1*06 haplotipusokat hordozok ardnya magasabb (61,7%
Vvs. 26,7%, illetve 30,0% vs. 12,8%), a DRB1*07-DQB1*03 és DRB1*13-DQB1*03
haplotipusokat hordozok aranya pedig alacsonyabb (5,0% vs. 22,1%, illetve 1,7% vs.
14,0%) volt, mint az egészséges ndk korében. A DRB1*11-DQBI1*03 haplotipust
hordozok aranyaban tapasztalt kiilonbség Bonferroni-korrekcié utan is szignifikans

maradkt.

A férfi TTP-s betegek csoportjdban a DRB1*14-DQB1*05 allél gyakorisaga tiint
magasabbnak az egészséges férfiak csoportjahoz viszonyitva, de a férfi TTP-s betegek
szama tal alacsony volt statisztikai vizsgalatok elvégzéséhez, illetve kovetkeztetések

levonasahoz.

A ndi TTP-s betegek korében tehat ugyanazok a haplotipusok bizonyultak rizik6éfokozo
¢s rizikocsokkentd hatastinak, mint a teljes betegcsoportban, rdadasul az 6sszefliggések
az alacsonyabb elemszam ellenére még kifejezettebbek voltak. Az esélyhanyados a
DRB1*11-DQB1*03 haplotipus esetében 4,41-nek (2,17-8,93), a DRB1*15-DQB1*06
esetében 2,92-nek (1,26-6,77), a DRB1*07-DQB1*02 esetében 0,19-nek (0,05-0,66), a
DRB1*13-DQB1*06 esetében pedig 0,10-nek (0,01-0,83) adodott.

4.1.4. A PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus gyakorisdga

Hogy megvizsgaljuk a PTPN22 c.1858C>T polimorfizmusnak a betegség kialakulasara
gyakorolt hatdsat, 6sszehasonlitottuk az egyes genotipusok gyakorisagat a szerzett TTP-

s betegek és az egészséges kontrollok egy csoportjaban.

A PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus ritka (c.1858T), illetve vad (c.1858C) alléljait
hordozé egyének ardnya és szama a TTP-s betegek, illetve az egészséges kontrollok

csoportjaban az 5. tablazatban lathato.
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5. Tablazat. A PTPN22 ¢.1858 genotipusok és allélok aranya a TTP-s betegek,
illetve az egészséges kontrollok csoportjaban.

PTPN22 Genotipusok aranya Genotipusok aranya Genotipusok aranya
€.1858 ndkben férfiakban
genotipus | Egészséges | TTP-s | Egészséges | TTP-s | Egészséges | TTP-s
kontrollok | betegek | kontrollok | betegek | kontrollok | betegek
(N=169) (N=75) (N=100) (N=60) (N=69) (N=15)
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
c.1858 TT 0,6 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 1,4 (1) 0,0 (0)
c.1858 CT | 195(33) | 21,3(16) | 23,0(23) | 23,3(14) | 145(10) | 13,0(2)
€.1858 CC | 79,9 (135) | 78,7 (59) | 77,0(77) | 76,7 (46) | 84,1 (58) | 86,7 (13)
Allélgyakorisag All¢élgyakorisag All¢élgyakorisag
nékben férfiakban
Egészséges | TTP-s | Egészséges | TTP-s | Egészséges | TTP-S
kontrollok | betegek | kontrollok | betegek | kontrollok | betegek
(N=169) (N=75) (N=100) (N=60) (N=69) (N=15)
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
c.1858 T 10,4 (35) | 10,7 (16) | 11,5(23) | 11,7(14) | 8,7(12) 6,7 (2)
c.1858 C 89,6 89,3 88,5 88,3 91,3 93,3
(303) (134) 177) (106) (126) (28)

N, n: az egyének szama a csoportban, illetve az adott genotipust egyének szama.

A PTPN22 ¢.1858T allélt heterozigodta, illetve homozigota formaban hordozok aranya,

valamint a c.1858T allél gyakorisaga is azonos volt a TTP-s betegek és az egészséges

kontrollok korében. A fenti megéllapitdsok egyarant igazak a nemek szerint kettébontott

csoportokra is.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus

Osszességében nem fiigg Ossze a szerzett TTP kialakuldsanak kockazataval.

4.1.5. A szerzett TTP-s betegek és egészséges kontrollok aranya a PTPN22 ¢.1858C>T

polimorfizmus és a DRB1-DQBI1 haplotipus hordozdsa alapjdan képzett csoportokban

Annak eldontésére, hogy a genetikai hattér, pontosabban az eredményeink alapjan

rizikofokozo és rizikocsokkentd HLA-DR-DQ haplotipusok hordozésa befolyésolja-e a
PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmusnak a TTP kialakuldsara gyakorolt hatasat,

megvizsgaltuk a polimorfizmus és a betegségriziko kapcsolatat a DRB1*11-DQB1*03,
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a DRB1*15-DQB1*06, a DRB1*07-DQB1*02, valamint a DRB1*13-DQB1*06

haplotipusok hordozésa alapjan képzett csoportokban.

A ritka PTPN22 ¢.1858T allél hordozasa a vizsgalt haplotipusok koziil a DRB1*15-
DQB1*06 és DRB1*07-DQB1*02 hordozasa esetén befolyasolta a TTP kialakulasanak

rizikojat. Az interakcidkat a 8. és 9. abran abrazoltuk.

A p=0,007  p=0,240

n=10 n=30 n=23 n=144 n=207

Bl TTP-s betegek (N=75)
[ Egészséges kontrollok (N=132)

60+

40-

aranya (%)

20+

A TTP-s betegek és
egeészséges kontrollszemélyek

0-
DRB1*15-DQB1*06: + - + - Osszesen
PTPN22 1858T: + + - - osszesen

B p=1,000  p=0,001

n=8 n=32 n=26 n=141 n=207

1001

El TTP-s betegek (N=75)

804 [ Egészséges kontrollok (N=132)

60+

404

aranya (%)

20+

A TTP-s betegek és
egészséges kontrollszemélyek

O-
DRB1*07-DQB1*02: + - + - Osszesen
PTPN22 1858T: + + - - Osszesen

8. Abra. A TTP-s betegek és egészséges kontrollszemélyek aranya a DRB1*15-
DQB1*06 (A), illetve a DRB1*07-DQB1*02 (B) haplotipusok, valamint a PTPN22
c.1858T allél hordozasa alapjan képzett csoportokban. A pontozott vonal a TTP-s
betegek 0sszesitett aranyat mutatja.
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9. Abra. A DRB1*15-DQB1*06 (A) és DRB1*07-DQB1*02 (B) haplotipusok
becsiilt rizikofokozo, illetve rizikocsokkento hatasa a PTPN22 ¢.1858T allél
hordozasa alapjan képzett csoportokban. Az egyes haplotipusoknak a TTP
kialakuldsanak rizikojaval valo Osszefiiggését a 8. abran feltlintetett adatok alapjan,
Fisher-féle egzakt teszttel vizsgaltuk.

A ritka PTPN22 ¢.1858T allél hordozasa esetén a DRBI1*15-DQB1*06 haplotipus
hordozasa Osszefiiggott a TTP kialakulasanak fokozott rizikdjaval, az esélyhanyados
(OR) 11,00-nek (1,91-63,21) adddott. A ¢.1858T allélt nem hordozéd egyénekben nem
volt Osszefliggés a DRB1*15-DQB1*06 haplotipus hordozéasa és a TTP kialakuldsanak
rizikoja kozott (OR: 1,83 (0,72-4,46)).

Ennek forditottjaképpen, a DRB1*07-DQB1*02 haplotipus hordozasa csak a PTPN22
€.1858T allélt nem hordozé egyénekben fiiggott 6ssze a TTP kialakuldsdnak csokkent
rizikdjaval (OR: 0,12 (0,03-0,54)), mig a c¢.1858T allélt hordozokban nem volt
Osszefiiggés a DRB1*07-DQB1*02 haplotipus hordozasa és a TTP kialakuldsanak
rizikoja kozott (OR: 0,88 (0,18-4,3)).

A fenti eredmények ellenére tobbvaltozods logisztikus regresszidos modellben a PTPN22
€.1858C>T polimorfizmusnak a DRB1*15-DQB1*06, illetve a DRB1*07-DQB1*02
haplotipusokkal val6 interakcidja nem bizonyult a TTP kialakuldsanak statisztikailag

szignifikans rizikofaktoranak (p=0,067, illetve p=0,185), de ezek az interakcids
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modellek az egyes alcsoportok alacsony elemszama miatt csak korlatozottan

értékelhetdek.

42. Az ADAMTSI3 elleni IgG autoantitestek koncentracidéjanak,
alosztalyeloszlasanak, gatlé hatasanak, valamint ezek valtozasainak ¢és

osszefiiggéseinek vizsgalata

4.2.1. A betegcsoport leirdsa

A vizsgalatba bevont 81 beteg medidn ¢€letkora 38 év (interkvartilis tartomany 29-50 év)
volt, 76,5%-uk (62 f6) volt n6, 23,5%-uk (19 {6) pedig férfi.

A median kovetési id6 21,9 (0,6-75,7) honap volt, a kdvetés soran 26 betegnek (32,0%)
volt legalabb egy relapszusa. A vizsgalt elsé akut epizod soran 61-bdl 9 beteg hunyt el
(14,8%), a vizsgalt relapszusok soran pedig 19 betegbdl 1 (5,3%).

Az akut mintak koziil 63 (77,8%) a plazmaferezis-terapia megkezdése eldtt lett levéve,
17 (21,0%) az elsdé plazmaferezis utdn. Harom relapszus soran és nyolc remisszioban
vett minta esetében részesiiltek a betegek a mintavételt megelézden
rituximabkezelésben (egy, illetve hat esetben egy éven beliil), négy tovabbi minta vétele
pedig egyéb immunszuppressziv szerek (ciklofoszfamid, azathioprin, vincristin)

alkalmazasat kovetoen tortént.

4.2.2. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentrdacioja és alosztalyeloszlasa

az 0sszes mintaban

Az ADAMTSI3 elleni 1gG autoantitestek alosztalyeloszlasat 101 anti-ADAMTS13-
mintakban az ADAMTS13-ellenes IgG autoantitestek median koncentracidja 66,0
U/mL volt (interkvartilis tartomany: 35,6-158,0 U/mL).

Az ADAMTS13 elleni IgG autoantitestek elsésorban az IgG4 és IgG1 alosztalyba
tartoztak. Az IgG4 atlagos (median) aranya volt a legmagasabb, 66,0% (34,5%-76,0%),
ezt az IgGl kovette 32,0%-kal (24,0-51,5%), az 1gG3 és IgG2 median aranya pedig
egyarant 0,0% (0,0-5,5%, illetve 0,0-2,5%) volt. Hetvenegy mintaban (70,3%) az 1gG4,
28 mintaban (27,7%) pedig az IgG1 volt a domindns (legnagyobb aranyban jelen 1évo)
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alosztaly. Az IgG3 csupan 2 mintaban (2,0%) volt domindns, az I1gG2 pedig egyik

mintdban sem szerepelt domindns alosztalyként.

Osszesen 97 minta (96,0%) tartalmazott IgG1 alosztalyt, 94 (93,1%) pedig IgG4
alosztalyu autoantitesteket. IgG3 alosztalyu autoantitestek 51 mintaban (50,5%),
elsésorban IgG1-dominans mintdkban fordultak eld: a 28 IgG1-dominans mintabol 25
(89,3%) tartalmazott IgG3 alosztalyG autoantitesteket. IgG2 alosztalyt ADAMTS13-
ellenes autoantitestek 41 mintaban (40,6%) voltak kimutathatok. Mind a négy alosztaly
24 mintdban (23,8%) fordult eld egyiitt, 37 minta (36,6%) tartalmazott harom, 36
(35,6%) pedig kettd kiilonbozo alosztalyt, csupan 4 minta (4,0%) tartalmazott kizardlag
egyféle alosztalyba tartozo autoantitesteket (2 IgG1-et, 2 1gG4-et).

Egyik alosztdly aranya sem korreldlt az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek
korrelaltak egymassal — IgG1 és 1gG2: r=0,4234, p=0,0018; IgG1 ¢és IgG4: r=0,2914,
p=0,03601; IgG2 és 1gG3: r=0,4497, p=0,0008. Ez aldl egy kivétel volt: az IgG3 és
IgG4 szintje kozott negativ korrelaciot talaltunk (r= -0,6073; p<0,0001).

A plazmaferezis megkezdése eldtt és az elsd plazmaferezis utan vett fliggetlen mintdk
Osszehasonlitdsa soran nem talaltunk kiilonbséget az ADAMTS13 elleni IgG
hogy az autoantitest-koncentracio egy plazmaferezis altal kivaltott csokkenése Kisebb
volt, mint a kiilonb6z6 betegek mintdiban mért autoantitest-szintek variabilitasa. A
mintavételt megel6zéen rituximab-, illetve egyéb immunszuppressziv kezelésben
részesild egyének szdma tal alacsony volt statisztikai tesztek elvégzéséhez, de
mintaikban az ADAMTS13-ellenes autoantitestek koncentracioja és alosztalyeloszlasa

nem mutatott érdemi kiilonbségeket a tobbi mintdhoz képest.

4.2.3. Az ADAMTS13 elleni 1gG autoantitestek koncentrdcidja és alosztilyeloszlasa a

TTP kiilonbozo stadiumaiban

Hogy megvizsgaljuk az ADAMTSI13 elleni autoantitest-valasz valtozasat a betegség
lefolyasa soran, Osszehasonlitottuk az ADAMTSI3 elleni IgG autoantitesteknek az

egyes betegségstadiumokbol szdrmazd mintdkban mért koncentracigjat = és

alosztalyeloszlasat.
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Az els6 akut epizdd, illetve relapszus alkalmaval vett fiiggetlen mintdk 6sszehasonlitasa

a 6. tablazatban lathato.

6. Tablazat. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitesteknek az els6é akut epizod soran

és relapszus soran vett mintdkban mért Kkoncentracidojanak és
alosztalyeloszlasanak osszehasonlitasa.

Els6 akut epizod Relapszus
Klinikai adatok
Egyének szama o7 15
Kor (év) 41 (29-54) 35 (28-44)
Nem (nd, férfi) 42/15 12/3
Epizod sorszama 1 3(2-5)
A TTP diagnézisa 0 69 (46-230)

ota eltelt id6 (honap)
ADAMTS13 elleni autoantitestek koncentracioja (U/mL)

1gG 77,5 (47,6-161,8) 42,3 (28,0-81,9) p=0,0831
IgG alosztalyok aranya (%)

lgG1 42,0 (30,6-68,8) 24,3 (21,0-28,8) p=0,0002
1gG2 0,0 (0,0-2,6) 1,1 (0,0-2,8) p=0,2230
1gG3 2,2 (0,0-9,7) 0,0 (0,0-0,2) p=0,0086
lgG4 49,7 (14,0-68,3) 73,6 (65,0-78,4) p=0,0004
1gG alosztalyok koncentracidja (U/mL)
lgG1 35,7 (17,5-96,6) 12,8 (6,0-19,9) p=0,0066
1gG2 0,0 (0,0-2,8) 1,2 (0,0-3,8) p=0,1826
19G3 1,6 (0,0-8,2) 0,0 (0,0-0,1) p=0,0061
lgG4 25,2 (8,6-62,6) 28,5 (21,7-59,7) p=0,1552
Domindns alosztaly (betegek szama, %)
lgG1 27 (47,4%) 0 (0%)

p=0,0005
9G4 31 (52,6%) 15 (100%)

A tablazatban csak a fliggetlen mintdk eredményei szerepelnek: azok a betegek, akiknek
mindkét stadiumbol szarmazd mintdjuk volt, ki lettek zarva az 6sszehasonlitasbol. (A
kizarast a statisztikai Osszehasonlithatosdg miatt végeztiik. Mindazonaltal a kizart
betegek eredményeit is figyelembe véve hasonld eredményeket kaptunk.) Dominans
alosztaly alatt a legnagyobb aranyll alosztily értendd. Az eredmények medianjat,
zarojelben pedig az interkvartilis tartomanyat tiintettem fel. A szignifikdns
kiilonbségeket félkovér kiemeléssel jeldltem.
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Az 6sszehasonlitasba csak fliggetlen, eltérd betegektdl szarmazé mintakat valasztottunk
be; azon betegek, akiktdl mindkét stddiumban vett mintdkkal rendelkeztiink, ki lettek
zarva a vizsgalatbol. A két csoport nem- és koreloszlasa nem kiilonbozott egymastol.
Az ADAMTSI3 elleni autoantitestek Osszkoncentracidja magasabb volt az elsé akut
epizod alatt vett mintakban (77,5 (47,6-161,8) vs. 42,3 (28,0-81,9) U/mL), de a
kiilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. Az IgG1 és IgG3 alosztalyba
tartozo autoantitestek aranya (42,0% (30,6-68,8%) vs. 24,0% (21,0-29,0%), illetve 2,0%
(0,0-9,7%) vs. 0,0% (0,0-0,0%)) és abszolut koncentracidja (35,7 (17,5-96,6) vs. 12,8
(6,0-19,9), illetve 1,6 (0,0-8,2) vs. 0,0 (0,0-0,1) U/mL) viszont szignifikansan magasabb
volt az els6 akut epizod soran, mint remisszidban. Az IgG4 aranya ennek megfeleléen a
relapszusbol szarmazé mintakban volt magasabb (74,0 (65,0-78,0) vs. 49,7 (14,0-68,3)).
Amig az elsé akut epizdd soran a mintdk 47,4%-aban az IgGl volt a dominans

alosztaly, a relapszus alatt vett mintak mindegyikében az IgG4 alosztaly dominalt.

A fentiekhez hasonléan a relapszust kovetd remissziobdl szarmazé mintdk
mindegyikében IgG4-dominanciat figyeltiink meg, amig az elsé epizodot kovetd
remisszioban vett mintdk ko6zott voltak IgGl-dominans (10/1 db) és IgG3-dominans
(10/2 db) mintak is. Az els6 akut epizodot, illetve relapszust kdvetd remisszidobol

szarmazo fiiggetlen mintak jellemzdit a 7. tablazatban foglaltam Gssze.
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7. Tablazat.

remisszios mintakban.

Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentracioja és
alosztalyeloszlasa az els6 akut epizodot, illetve egy relapszust kovetden vett

Elsé6 akut epizodot
kovetd remissziod

Relapszust
kovetd remissziod

Klinikai adatok

Egyének szdma 9 8

Kor (év) 34 (20-45) 34 (30-45)
Nem (nd, férfi) 8/1 8/0

A megel6z6 epizod sorszama 1 3 (2-4)
A TTP diagnozisa o6ta eltelt ido 7 (3-35) 72 (42-143)

(honap)
ADAMTS13 elleni autoantitestek koncentracioja (U/mL)

lgG | 45,0(31,5-73,3) | 60,2 (30,6-592,2)
1gG alosztalyok aranya (%)

gG1l 23,8 (19,2-41,7) 25,3 (22,1-31,5)
1gG2 0,0 (0,0-4,9) 0,0 (0,0-2,9)
1gG3 0,0 (0,0-2,0) 0,0 (0,0-0,6)
1gG4 71,4 (32,6-80,8) 73,0 (67,2-76,9)
IgG alosztalyok koncentracioja (U/mL)

gG1 17,6 (6,7-39,4) 14,0 (8,1-152,0)
1gG2 0,0 (0,0-3,3) 0,0 (0,0-18,3)
1gG3 0,0 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-0,3)
IgG4 29,6 (10,0-49,9) 45,7 (24,2-388,5)
Dominans alosztaly (betegek szama, %)

IgG1 vagy IgG3 2 (20%) 0 (0%)
9G4 8 (80%) 8 (100%)

A tablazatban csak a fliggetlen mintdk eredményei szerepelnek: minden beteg elsd
(legkorabbi) remisszidés mintajat valasztottuk be. Az alacsony elemszdmokra vald
tekintettel statisztikai analizist nem végeztiink. Domindns alosztaly alatt a legnagyobb
aranyu alosztaly értendd. Az eredmények medianjat, zardjelben pedig az interkvartilis
tartomanyat tiintettem fel.

A fliggetlen mintak 0sszehasonlitasan tal megvizsgaltuk a dominans alosztaly valtozasat
ugyanazon betegek eltérd stadiumbdl szdrmazd mintaiban is. Tizenot betegtol allt
rendelkezésiinkre tobb stadiumbol szarmazé minta, e mintdk dominéans alosztalyait a 11.

abran mutatom be.
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11. Abra. Dominans alosztilyok a tobb mintaval rendelkezé betegek mintaiban. A
dominans alosztaly megvaltozasat szaggatott nyil jeloli, az 19G1-r6l 1gG4-re torténd
valtds vastag szaggatott nyillal van kiemelve. Az egyetlen normal ADAMTSI13-
aktivitast mintat csillag jeloli.

Az els6 akut epizod sordn tizbdl négy beteg mintidja IgG1-dominans volt, hat beteg
mintdja pedig IgG4-domindns. Az elsé akut epizodot kdvetd remisszioban a négy,
kezdetben 1gG1-dominéans beteg koziil kettében mar IgG4 volt a dominans alosztaly,
egyben IgG3, egy beteg remisszids mintaja tovabbra is IgG1-dominans volt. Az elsé
remisszio folyaméan az egyik beteg deficiens IgG4-dominans mintajat egy normal
aktivitasi IgG3-dominans minta kovette. Minden relapszusbol, vagy relapszust kovetd

remissziobodl szarmazo minta [gG4-dominans volt.

Négy beteg esetén szerepelt az anamnézisben a TTP diagndzisat megel6z6 ismeretlen
eredeti trombocitopénia. Az elsé diagnosztizalt TTP epizdd soran vett mintdban mind a

négy beteg autoantitest-profilja 19gG4-dominans volt.

A fentieket O0sszegezve megallapithatjuk, hogy amig az elsé epizdd soran, vagy azt
kdvetd remisszioban vett mintak egy része IgGl- vagy 1gG3-dominans ADAMTSI13
elleni antitestprofillal rendelkezett, a relapszus sordn, vagy azt kovetd remisszioban vett

minden minta 1gG4-dominans volt.
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4.2.4. Az ADAMTS13-gatlas és osszefiiggése az ADAMTS13 elleni IgG autoantitestek

szintjével és alosztdlyeloszlasdaval

Az ADAMTS13-ellenes autoantitestek ADAMTS13-gatlé hatasanak vizsgalata céljabol
elsé 1épésként megvizsgaltuk a mintdkban mérhet6 ADAMTSI13-gatlds erdssége €s az

egyes alosztalyba tartozo6 autoantitestek koncentracidja kozotti sszefliggéseket.

Az alosztalyeloszlas szempontjabol vizsgalt 101 mintabol 100-ban volt deficiens az
ADAMTS13-aktivitas. (100% feletti)
ADAMTS13-aktivitas és alacsony pozitiv (15,8 U/mL-es) ADAMTS13-elleni 1gG

(A fennmaraddé egy mintdban normalis

koncentracio6 volt mérhetd.) A 100 deficiens minta koziil 97 esetében volt elérheté minta
az ADAMTS13-gatlo hatas erdsségének vizsgalatdhoz. Az ADAMTSI13-gatlés
erdsségét keveréses funkciondlis vizsgélat segitségével hatdroztuk meg. A normal
huméan mintadval 1:1 aranyban kevert, majd két oéran keresztiil 37°C-on inkubalt
betegmintak aktivitasa a gatlas erdsségének kdvetkezménye: az 50% koriili aktivitas a

gatlas hidnyara, az alacsony, 0% koriili aktivitas igen erds gatlasra utal.
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12. Abra. A normal human mintaval 1:1 aranyban kevert és két 6ran at 37°C-on
inkubalt deficiens betegmintak ADAMTS13-aktivitasanak o0sszefiiggése azok
ADAMTS13 elleni 1gG1- és IgG4-koncentracidjaval.
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A kevert, inkubalt betegmintak aktivitasa forditott korrelaciét mutatott az ADAMTS13
elleni IgG autoantitestek Osszmennyiségével (= —0,326; p=0,011), azonban ennél
erosebb forditott korrelaciot taldltunk a kevert mintdk aktivitasa és azok IgG4-
koncentracidja kozott (r= —0,473; p<0,0001)(12. abra). A t6bbi alosztaly szintje nem
korrelalt a kevert mintdk aktivitdsaval (IgGl: r= —0,134, p=0,191; IgG2: = —0,0127,
p=0,901; 19G3: r=0,169, p=0,098).

A kevert mintak aktivitdsa és az ADAMTSI13 elleni IgG, illetve IgG4 autoantitestek
szintje kozotti Osszefliggés szignifikdns maradt akkor is, ha csak az elsé akut epizodbol

szarmazo6 mintakat vizsgaltuk (r=—0,278, p=0,034, illetve = —0,302, p=0,021).

A fenti eredmények arra utalnak, hogy az ADAMTS13-gatlds erdssége fiigg az
ADAMTSI3 elleni IgG, illetve azon belill az IgG4 alosztalyba tartoz6 autoantitestek

mennyis€gétol.

4.2.5. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek fajlagos gatlo hatdsa, és annak

osszefiiggése az alosztalyeloszlassal és a betegségstadiumokkal

Hogy az egyes betegek ADAMTS13 elleni IgG autoantitestjeinek fajlagos — azaz adott
autoantitest-koncentraciora vonatkoztatott — gatld hatasat meghatarozzuk, a valasztott
betegmintakat azonos, 25 U/mL ADAMTSI13-ellenes autoantitest-koncentracidjura
higitottuk. A higitott betegmintakat harom kiilonb6zé ardnyban (3:1, 1:1, 1:2)
inkubaltuk normal huméan mintaval, majd inkubaciot kovetéen meghataroztuk a kevert
mintdk aktivitdsdt. A korabban ismertetetteknek megfeleléen a kevert minta minél

alacsonyabb aktivitasa jelezte a gatlas erdsségét.

A kevert mintdk aktivitasat a dominans alosztaly és a betegségstadium alapjan képzett
csoportok kozott hasonlitottuk 0ssze. A fajlagos gatlohatas vizsgalatat 35 akut és 14
remissziés mintdban végeztik el. Az akut mintdk kozil 19-ben (8 elsé akut, 11
relapszus) 70% felett, 16 (mind elsé akut) mintaban 30% alatt volt az 1gG4 alosztaly

aranya, a 14 remisszids minta mindegyikében az IgG4 volt a dominans alosztaly.
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13. Abra. Betegmintik fajlagos ADAMTS13-gtl6 hatasa a dominans alosztily és a
betegségstadium alapjan. A betegmintidkat pufferrel azonos, 25 U/mL-es anti-
ADAMTS13-1gG-koncentraciojura higitottuk, majd eltérd aranyban (3:1, 1:1, 1:2)
normal human mintaval Osszekevertiik és inkubaltuk. A kevert mintdk ADAMTSI13-
aktivitasa jelzi a betegminta gatld hatdsanak erdsségét: alacsony aktivitds erds gatld
hatdsra utal, és viszont. (A) Az akut betegmintak fajlagos gatlo hatdsa. A kevert
aktivitas atlaga és az atlag standard hibaja (SEM) van feltiintetve. (A relapszusbol
szarmazo mintdk mindegyike IgG4-dominans volt.) Mivel az 1:1 ardnyban kevert
mintdk aktivitasa volt a legérzékenyebb mutatd, ezért a tovabbi két abran csak ezt
tiintettem fel. (B) A minték fajlagos gatld hatasa alosztalyok szerinti bontasban. (C) Az
IgG4-dominans mintak fajlagos gatld hatasa. (Minden relapszusban, vagy azt kovetd
remisszioban vett minta 1gG4-dominéns volt.)
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Amint a 13. abran lathatd, a kevert aktivitas alacsonyabb az [gG4-dominans mintakban

az 1IgG1l-dominans mintakéhoz képest.

A kiilonbség fliggetlen a betegségstadiumtol, vagyis az els6 akut epizodbol,
relapszusbol, illetve remissziobol szarmazd IgG4-dominans mintak kevert aktivitasa
kozott nem volt kiilonbség. (IgG1-dominans mintdk csak az elsé akut epizod soran,
illetve az azt kovetd remisszid alatt vett mintak kozott voltak, ezért eltérd
betegségstadiumbol szadrmazd IgGl-domindans mintdk Osszehasonlitdsara nem volt

lehetdség.)

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az IgG4-domindns mintdk fajlagos
ADAMTS13-gatld6 hatasa er6sebb, ami aldtdmasztja a 4.2.4. pontban tett

megallapitdsainkat.

4.2.6. A rizikofokozo vagy rizikocsékkenté HLA-DR-DQ haplotipusok hordozdsanak
osszefiiggései az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentrdcidjaval és

alosztalyeloszlasaval

Annak eldontésére, hogy vajon az egyes rizikofokozo, illetve rizikocsokkentd HLA-
DR-DQ haplotipusok hordozéasa a szerzett TTP kialakuldsara valé fogékonysag mellett
az antitestvalasz egyes jellemzdire is hatassal van-e, megvizsgaltuk az ADAMTSI13-
alapjan rizik6fokozo, illetve rizikdcsokkentd haplotipusok hordozasa alapjan képzett

csoportokban.

A vizsgalatban szerepld 81 betegbdl 70 esetében volt ismert a HLA-DR-DQ haplotipus,
koziilik 47-en (67,1%) hordoztak kordbbi vizsgédlatunk alapjan rizikofokozé
(DRB1*11-DQB1*03, DRB1*15-DQB1*06), 9-en (12,9%) pedig rizikocsokkentd
(DRB1*07-DQB1*02, DRB1*13-DQB1*06) haplotipusokat, két beteg egy-egy

rizik6fokozd és rizikocsokkentd haplotipust is hordozott.

Az ADAMTSI13 elleni autoantitestek alosztalyeloszlasa nem kiilonbozott a rizikofokozd

vagy rizikocsokkentd haplotipus hordozasa alapjan képzett csoportokban.
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Az ADAMTSI3 elleni IgG autoantitestek Gsszkoncentracidja azonban magasabbnak
bizonyult a rizikdcsokkentd haplotipust hordozé betegek csoportjaban a rizikdcsokkentd
haplotipust nem hordozdkhoz képest (280,4 (142,8-687,0) vs. 65,7 (42,1-111,4) U/mL,
p = 0,0003)(14. abra).

A rizikdfokoz6 haplotipusokat hordozok és nem hordozdok kozott nincs kiilonbség az

ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek dsszkoncentracigja tekintetében.

A hordozott rizikofokozd, illetve rizikdcsokkentd haplotipusok szama és az

antitestkoncentracié kozott nem talaltunk osszefliggést.

A fenti eredményeknek megfelelden a rizikdcsokkentd haplotipust hordozo betegek elsé
akut epizodbol szarmazdé mintaiban magasabb ADAMTS13-ellenes 1gG-szinteket
mértiink, mint a rizikocsokkentd haplotipust nem hordozd betegek ugyanezen
stadiumbdl szarmazd mintaiban (240,2 (122,9-533,1) vs. 67,1 (43,6-152,0) U/mL,
p=0,0025).

Emellett azt tapasztaltuk, hogy érdekes modon a rizikocsokkentd haplotipust nem
hordozo6 betegek relapszusban vett mintdiban alacsonyabb volt az ADAMTSI13 elleni
IgG autoantitestek koncentracidja az elsé akut epizddban vett mintaikhoz képest (42,3
(31,0-67,4) vs. 67,1 (43,6-152,0) U/mL, p = 0,0291) (15. abra). Hasonl6 tendencia a

rizikocsokkentd haplotipust hordozo betegek esetében nem volt megfigyelhetd.
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14. Abra. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek szintje a rizikéfokozé
(DRB1*11-DQB1*03, DRB1*15-DQB1*06), illetve rizikécsokkenté (DRB1%07-
DQB1*02, DRB1*13-DQB1*06) haplotipusokat hordozd, illetve nem hordozé TTP-
s betegekben. A HLA-tipizalt betegek elsé elérheté akut (elsé akut epizodbol vagy
relapszusbol szarmazd) mintajaban mért eredmények vannak feltiintetve. A (B) panelen
az X-tengely alatti szdmok a hordozott rizikéfokozo, illetve rizikocsokkentd
haplotipusok szamat jelolik.
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15. Abra. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek szintje a rizikocsokkent6
(DRB1*07-DQB1*02, DRB1*13-DQB1*06) haplotipusokat hordozé, illetve nem
hordozo TTP-s betegek elsé akut szakbdl és relapszusbol szirmazo mintaiban.

+: rizikdcsokkentd haplotipust hordoz, -: rizikéecsokkentd haplotipust nem hordoz.
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5. MEGBESZELES

51. A HLA-DR-DQ haplotipusok és a PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus
gyakorisaganak, valamint ezek 0Osszefiiggéseinek vizsgalata szerzett TTP-s

betegekben

5.1.1. Az HLA-DR-DQ haplotipusok gyakorisdga, feltételezett rizikofokozo és

rizikocsokkento hatasa

Vizsgélatunk eredményei megerdsitik a DRBI1*11-DQB1*03 haplotipusnak a TTP
kialakuldséban jatszott rizik6fokozé szerepét, emellett harom tovabbi haplotipus esetén
talaltunk Osszefiiggést a TTP kialakuldsanak kockazataval. A DRB1*15-DQB1*06
haplotipust hordozék ardnya magasabb, a DRBI1*07-DRB1*02 és a DRBI*13-
DRB1*06 haplotipusokat hordozok aranya pedig alacsonyabb a TTP-s betegek korében,
mint az egészséges kontrollszemélyek kozott, ami az el6bbi haplotipus rizikdfokozo és

az utobbi két haplotipus rizikdcsokkentd szerepére utal.

A DRB1*11-DQB1*03 haplotipuson eléfordulo DRB1*¥11 [184-187] és DQB1*03
[184, 185, 187] allélok TTP-s betegekben tapasztalt magasabb el6fordulasarol tobb
korabbi tanulmany is beszdmolt, azonban a kapcsolt Oroklddés miatt ezek az

eredmények onmagukban nem tdmasztjak ala ezen allélok rizik6fokozo hatéasat.

Erdemes kiemelni, hogy t5bb vizsgalatban a DRB1*1101 és *1104 allélokat hordozok
aranya is magasabbnak adodott a TTP-s betegek korében [184, 186]. Ezek az allélok két
hasonlé antigenitast, de eltérd fehérjét kodolnak. Mindkét allél megndvekedett
gyakorisaga arra utal, hogy vagy mindkét allél altal kodolt fehérje egyarant rizikofokozo
hatassal bir [184], vagy a rizikofokozo hatas egy masik, mindkét alléllal kapcsoltan
oroklodo tényezdre vezethetd vissza. A DRBI1*11 allélok a huméan genomban szinte
kivétel nélkiil a DQA1*0501 és DQB1*0301 all¢lokkal kapcsoltan fordulnak el [208].
Erdekes modon a kizarolag ugyanezen DQ allélokhoz kapcsoltan 6roklédd DRB1*12
allélok gyakorisaga is magasabb a TTP-s betegek csoportjaban vizsgalatunk (9,3% vs.
4,4%) ¢és korabbi vizsgalatok (3,2% vs. 1,2% [184], illetve 10,0% vs. 3,0 [185])
eredményei szerint is. Ez arra utal, hogy a DRB1*12-DQB1*03 haplotipus gyakorisaga
a DRB1*11-DQB1*03 haplotipushoz hasonléan és azzal azonos mértékben emelkedett
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a TTP-s betegek korében, annak ellenére, hogy ez utobbi allél alacsony gyakorisdga
miatt a kiilonallé vizsgalatokban a valtozas mértéke nem érte el a szignifikanciaszintet.
A fenti eredmények azt valoszintsitik, hogy a DRBI1*11-DQB1*03 és DRBI1*12-
DQB1*03 haplotipusok azonos mértéki rizikofokozo hataséért nem az egyes DRB1*11
¢s DRB1*12 allélok altal kodolt kiilonboz6 fehérjék feleldsek, hanem a haplotipusok

azonos kozos részletén elhelyezkedd genetikai elem.

Ez az elem lehet a haplotipusokra jellemzé DQA1*0501 ¢s DQB1*0301 all¢lok altal
kodolt DQ molekula [185].

A haplotipusokhoz kapcsolt DRB3 allélok gyakorisaga ugyan szintén magasabb TTP-s
betegekben, de ezek koroki szerepe ellen szol, hogy az ezekhez asszocialt haplotipusok

némelyikének gyakorisaga (DRB1*03, 13) nem emelkedett TTP-ben [185].

Az egyes DR és DQ molekuldkat kodolo allélok mellett felvetddik a feltehetden a
DRB1*11-DQBI1*03 haplotipuson elhelyezkedé rs6903608 polimorfizmus koroki
szerepe is [187]. Ez az SNP korabbi vizsgalatok eredményei alapjan befolyasolja a
HLA-, illetve T-sejt-receptor-gének expressziojat [187, 209-212], ami az
antigénprezentacid hatékonysdganak modositasan keresztil befolydsolhatja az

autoantitestek kialakulasanak kockazatat.

Erdekes médon a DRB1*11 allélt hordozok aranya a szerzett TTP mellett egyéb, nem
ADAMTS13-¢ellenes autoantitestek altal kivaltott TMA-formakban is magasabbnak
bizonyult [213, 214], ami felveti annak lehetdségét, hogy a haplotipuson elhelyezkedd
genetikai elemek, vagy az altaluk kodolt fehérjék nemcsak az autoantitestek
kialakulasdban, hanem a TTP patomechanizmusinak mas Iépéseiben is szerepet

jatszhatnak.

A fentiek alapjan meg kell, hogy Aallapitsuk, hogy bar a DRBI1*11-DQB1*03
haplotipusnak a TTP kialakulasaban jatszott rizikdfokozd szerepét szamos vizsgalat
eredményei tdmasztjak ald, a pontos hatdsmechanizmus, illetve az ennek hatterében allo
genetikai elem vagy molekula azonositasa az asszociacids vizsgalatokon tal tovabbi,

funkcionalis vizsgéalatokat tesz sziikségessé.

Fiiggetleniil attol, hogy a DRB1*11 molekuldk mennyiben felelések a megfigyelt
rizikofokozd hatasért, az asszociacids vizsgdlatok eredményei altal inspiralt tovabbi

vizsgalatok feltartak a DRI11 molekuldknak az ADAMTSI13-eredetii peptidek
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prezentalasaban [188], valamint a prezentalt peptideknek a TTP-s betegek CD4+ T-
sejtjeinek aktivalasaban jatszott szerepét [189]. A fenti vizsgalatok soran bizonyitast
nyert az is, hogy az ADAMTS13-eredetli peptidek prezentalasara mas DR, illetve DQ
molekulak is képesek [188, 190, 191], illetve hogy az altaluk prezentalt peptidek is részt
vesznek a TTP-s betegek T-sejtjeinek aktivalasaban [189, 190]. Tovabbi DR, illetve DQ
molekulaknak a TTP kialakuldséban jatszott szerepére utalnak vizsgalatunk eredményei
is, amelyek szerint a DRB1*11-DQB1*03 haplotipuson kiviil tovabbi haplotipusok

hordozasa is befolyasolja a TTP kialakulasanak rizikojat.

A DRB1*15-DQB1*06 haplotipust hordozdk ardnya vizsgalatunkban magasabb volt a
TTP-s betegek csoportjaban az egészséges kontrollok csoportjahoz képest (25,3% vs.
11,7%), ami a haplotipus rizikofokozo hatdsara utal. Mivel a haplotipust alkoté DR és
DQ allélok mas haplotipusokon gyakorlatilag nem fordulnak el6 [208], ezért az
asszociacio alapjan nem lehet kovetkeztetni arra, hogy a hatds hatterében a haplotipus

altal kodolt DR vagy DQ molekulak allhatnak-e.

A DRB1*07-DQB1*02 haplotipus gyakorisaga joval alacsonyabbnak bizonyult a TTP-s
betegek korében az egészséges kontrollokéhoz viszonyitva (6,7% vs. 21,6%), ami arra
utal, hogy a haplotipus véd a TTP kialakulasdval szemben. Az azonos DR
(DRB1*0701) all¢lt hordozo DRBI1*07-DQB1*03 haplotipus gyakorisaga nem
kiilonbozott a két csoportban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a rizikdcsokkentd
hatds hatterében nem a DRBI1*07 allél all, hanem a DQBI1*0202 allél, vagy a
haplotipuson elhelyezkedd egyéb elemek.

A DRB1*13-DQB1*06 haplotipust hordozok aranya szintén a TTP-s betegek
csoportjaban volt alacsonyabb (4,0% vs. 13,6%), ami a haplotipus rizikdcsokkentd
hatéséra utal. Bar a DRB1*13-DQB1*03 haplotipust hordozok aranya nem kiilonbozott
a két csoportban, de a két haplotipus nemcsak eltéré DQ, hanem eltér6 DRB1 allélokat
is tartalmaz (DRB1*1301 ¢és 1302, illetve 1303 ¢és 1305), ezért nem lehet
kovetkeztetéseket levonni a DRB1*13-DQB1*06 haplotipust alkot6 DR illetve DQ

alléloknak a riziké csokkentésében jatszott szerepét illetden.

Ugyan az utdbbi harom asszocidciot jellemzd p-érték nem érte el a Bonferroni-
korrekcid utani szignifikanciaszintet, ez az 6sszehasonlitdsok szaméahoz képest alacsony

elemszamnak tudhato be, €s nem céafolja eredményeink helyességét. Nem valdszinii
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ugyanis, hogy az egyes haplotipusokat hordozok ardnyanak tobb mint kétszeres
valtozasai hatterében a véletlen allna, kiillondsen annak tiikrében, hogy a korabbi
tanulmanyok is az allélgyakorisagoknak az altalunk tapasztalttal azonos irdnyu és

hasonl6é mértékii kiilonbségeirdl szamolnak be.

A DRB1*07 allélt hordozok TTP-s betegekben észlelt alacsonyabb aranyat (14,0% vs.
29,5%)[185], illetve az allél rizikocsokkentd hatasat [187] tovabbi vizsgalatok is
megerdsitik. A DRB1*13 allélt hordozok ardnya tobb vizsgéalat eredményei alapjan
egybehangzoan alacsonyabb volt TTP-s betegek korében a kontrollcsoportokhoz képest
(12% vs. 21,5% [185], 15% vs. 32% [184], illetve 13% vs. 24% [186]). A fenti
eredmények hatterében feltehetben DRB1*07-DQB1*02 és a DRBI1*13-DQB1*06
haplotipusokat hordozé TTP-s betegek alacsonyabb ardnya allhat. A DRB1*15 allél
hordozdsa a TTP-s betegek csoportjdban mas vizsgalatok eredményei alapjan is
gyakoribb volt (30% vs. 27% [185], 26% vs. 19% [184]), bar az altalunk tapasztaltnal
kisebb kiilonbséggel. Ezen feliil leirtdk a DRB1*15-DQB1*06 haplotipus eléfordulasat
egy egyéb rizikohaplotipussal nem rendelkez6 TTP-s betegben [215].

Vizsgalatunkban a DRB1*04-DQB1*03 haplotipus hordozasanak gyakorisaga (10,7%
vs. 18,5%), és ennek megfeleléen a DRB1*04 allélt hordozok aranya (10,7% vs. 21,1%)
alacsonyabbnak bizonyult TTP-s betegekben, mint az egészséges kontrollokban.
Eredményeink aldtamasztjdk korabbi vizsgalatok eredményeit, amelyekben a DRB1*04
allélt hordozok alacsonyabb aranyarol (10,0% vs. 30,0% [185], 9,8% vs. 27,9% [184])
szdmolnak be. Az Osszefiiggés a mi esetiinkben nem érte el a szignifikanciaszintet
(p=0,0543), amelynek hatterében az allhat, hogy a kelet-eurdpai populacioban [197] és
igy a mi kontrollcsoportunkban is eleve alacsonyabb a DRB1*04 allélt hordozok aranya

(21,1% vs. 35% [185] és 27,9% [184]).

A korabbi tanulmanyok eredményeivel vald fent ismertetett egyezések mellett egy
jelentds kiilonbséget is tapasztaltunk. John és mtsai. [186] azt a megallapitast tették,
hogy a DQB1*0202 all¢l fokozza a TTP kialakulasdnak kockazatdt, mig a mi
eredményeink az allélt magaba foglalo DRB1*07-DQB1*02 haplotipus rizikdcsokkentd
hatasara utalnak. A masik munkacsoport kovetkeztetését arra alapozza, hogy TTP-s
betegcsoportjukban az emlitett allélt hordozok gyakorisaga (20,0%) joval magasabb

volt, mint az http://www.allelefrequencies.net honlap adatbazisabol valasztott 174 fos
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német kontrollcsoportban (1,2%). Az allélt hordozdoknak a kontrollcsoportban tapasztalt
gyakorisdga azonban nem felel meg az allél populaciés gyakorisaganak, ugyanis a
nyugat-kozép-europai régidé 200 fonél nagyobb adatbézisai alapjan a hordozok aranya
14% (Hollandia) ¢és 20% (Csehorszag, Svijc) kozott mozog, amelytél a
betegcsoportjukban észlelt ardny nem tér el szignifikdnsan. A mi kontrollcsoportunkban
a DRB1*07-DQBI1*02 haplotipust (¢s igy a DQB1*0202 allélt) hordozok aranya

21,6%, ami megfelel az allél populacios gyakorisaganak.

A hordozott rizik6fokozo, illetve rizikocsokkentd haplotipusok szama és a betegség

kockazata kozotti 6sszefliggést a 16. abran abrazoljuk.

Bl TTP-s betegek (N=75) Chi-square test for trend:
[ Egészséges kontrollok (N=162) p<0,0001
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Haplotipusok szama

16. Abra. A TTP-s betegek és egészséges kontrollszemélyek arianya a hordozott
rizikofokozo és rizikocsokkenté haplotipusok szama alapjan képzett csoportokban.
A vizsgalatunk eredményei alapjan a DRB1*11-DQBI1*03 ¢s DRB1*15-DQB1*06
haplotipusokat tekintettiik rizikofokozo, a DRB1*07-DQB1*02 ¢s DRB1*13-DQB1*06
haplotipusokat pedig rizikocsokkentd haplotipusnak. A pontozott vonal a TTP-s betegek
Osszesitett aranyat mutatja. N, n: a csoport, illetve alcsoport elemszama.
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A 16. abran lathatjuk, hogy a TTP-s betegek aranya a hordozott rizik6fokozo
haplotipusok szdmanak novekedésével és a rizikocsokkentd haplotipusok szamanak
csokkenésével egyre nd, ami arra utal, hogy minél tobb rizik6fokozo (p<0,0001) és
minél kevesebb rizikdcsokkentd (p=0,0002) haplotipust hordoz valaki, annal nagyobb

esélye van a TTP kialakulasara.

5.1.2. A noi nem szerepe, a HLA-DR-DQ haplotipusok gyakorisiga ndékben és
férfiakban

A vizsgéalatunkban szerepld TTP-s betegcsoportban a betegek atlagos ¢letkora
alacsonyabb (41 vs. 55-57 év), a n6k aranya pedig joval magasabb volt (80% vs. 53-
59%), az egészséges kontrollok csoportjahoz képest. A korkiilonbség feltehetéen nem
torzitja az elvégzett Osszehasonlitdsok eredményeit. A ndék magasabb ardnya pedig
megegyezik korabbi publikiciok eredményeivel, amelyek a nénemi betegek magasabb
aranyardl szamoltak be bizonyos autoimmun betegségekben [173, 174], tobbek kozott
szerzett TTP-ben is [22, 72, 194]. A n6k TTP-s betegcsoportban tapasztalt magasabb
aranya arra utal, hogy a néi nem rizikofaktor a TTP kialakuldsara nézve (OR: 4,00
(2,27-7,04)). Bar a n6k egyes autoimmun betegségekre valdo nagyobb fogékonysaganak
hatterében  4ll6 lehetséges mechanizmusok (nemi hormonok, menstruacio,
mikrokimérizmus, stb.) pontos szerepe egyeldre ismeretlen, ezek egy része egy egyedi,
csak a nokre jellemz0 patomechanizmus 1étét valoszinlsiti. Mindezek alapjan
érdekesnek tartottuk megvizsgalni, hogy a HLA-DR-DQ haplotipusoknak a TTP
kialakulasanak rizikdjaval kapcsolatos Osszefiiggései azonosak-e a ndk és a férfiak

esetén.

A noi betegek és ndi kontrollok Osszehasonlitasa alapjan azt talaltuk, hogy ugyanazon
haplotipusokat hordozok ardnya bizonyult szignifikdnsan magasabbnak (DRBI1*11-
DQB1*03, DRB1*15-DQB1*06), illetve alacsonyabbnak (DRB1*07-DQB1*02,
DRB1*13-DQB1*06) a TTP-s betegcsoportban, mint a teljes (férfi és ndi) TTP-s
betegcsoport és kontrollcsoport Osszehasonlitasa soran. Ez nem meglepd annak

tiikrében, hogy a ndk alkotjak a TTP-s betegcsoport 80%-at.

Az azonban érdekes, hogy az Osszefliggések a férfiak kizardsa esetén az alacsonyabb
elemszamok dacara kivétel nélkiil erdsebbek lettek. Ez azt a latszatot kelti, mintha a

fenti Osszefliggések a noi betegekre jellemzd Osszefiiggések lennének, amelyet a TTP-s

78



DOI:10.14753/SE.2020.2372

betegcsoportokban alulreprezentalt férfi betegek eredményei nem tudnak elfedni. Sajnos
a férfi TTP-s betegek alacsony szama nem tette lehetové a TTP kialakulasanak rizikoja
¢s a DR-DQ haplotipusok kozti dsszefiiggések vizsgalatat férfi TTP-s betegek és férfi

kontrollok 6sszehasonlitasa ttjan.

5.1.3. A PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus gyakorisdga és rizikot befolydsolé hatdasa

A szamos autoimmun betegségben rizikdfokozd hatasu ritka PTPN22 ¢.1858T allélt
hordozok ardnya megegyezett a TTP-s betegek ¢és az egészséges kontrollok
csoportjaban, nemek szerinti bontasban is, ami arra utal, hogy a ¢.1858T allél hordozéasa

onmagaban nem befolyasolja a TTP kialakuldsanak rizikojat.

Mindazonaltal az eredményeink arra utalnak, hogy a DRB1*15-DQB1*06 haplotipus
rizik6fokozo hatasa csak a PTPN22 ¢.1858T all¢lt hordozdkban, a DRB1*07-DQB1*02
haplotipus rizikocsokkentd hatdsa pedig csak a €.1858T allélt nem hordozdkban

érvényesiil.

A PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus és a HLA-DR-DQ haplotipusok kozotti
kapcsolatbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a két tényezd részben kdz6s mechanizmus tjan
— feltehetéen a T-, illetve B-limfocitak aktivacidjanak befolyasolasan keresztiil — fejti ki

a szerzett TTP kialakulasanak rizikojara gyakorolt hatasat.

52. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek  koncentricidjanak,
alosztalyeloszlasanak, gatlo hatasanak, valamint ezek valtozasainak és

osszefiiggéseinek vizsgalata

5.2.1. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentrdcidja és alosztilyeloszldsa
szerzett TTP-ben

Eredményeink megerdsitik a korabbi vizsgalatok soran tett megfigyeléseket [125, 131,
132], miszerint TTP-s betegekben az ADAMTS13 elleni autoantitestek tulnyomo része
az IgG4 és IgG1 alosztalyokba tartozik, mig az IgG3 és IgG2 alosztalyok csak a betegek

kisebb hanyadaban és alacsonyabb koncentracioban fordulnak eld.
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Az altalunk vizsgalt mintdkban az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek csaknem
kétharmadat 1gG4 alosztalyt, kozel egyharmadat pedig IgG1 alosztalya autoantitestek
tették ki, az [gG3 ¢s [gG2 atlagos aranya egyarant néhany szazalék koriil mozgott.

Az 0Osszes minta 93%-4ban mutattunk ki IgG4 alosztalyu, 96%-dban pedig IgGl
alosztalyu autoantitesteket, ezek az eredmények valamivel magasabbak, mint a korabbi
vizsgalatok soran megallapitott értékek (69-90%, illetve 52-73%) [125, 131, 132],
amelynek hatterében az altalunk alkalmazott ELISA-modszer nagyobb érzékenysége
allhat. Ennek megfelelden a mintdk 96%-aban legalabb kétféle, 60%-aban legalabb
haromféle, 24%-aban pedig négyféle alosztilyba tartozd autoantitestet tudtunk
Kimutatni. Ez hasonlé a Ferrari és munkacsoportja altal a TTP elsé epizodjaban
megfigyelt értékekhez (88%, 52%, illetve 23%) [131], és arra utal, hogy az
ADAMTS13 elleni autoantitest-valaszban a betegek tilnyomod tobbségében tobb
kiilonb6z6 alosztalyba tartozé autoantitestek vesznek részt. Mivel egy adott B-sejt-klon
csak egyféle nehézlanccal rendelkezd antitesteket képes termelni, eredményeink
indirekt ~ modon  alatdmasztjdk az  ADAMTSI3 elleni ~ immunvélasz

oligoklonalis/poliklonalis jellegét.

Vizsgalatunkban a kiillonboz6 alosztalyok abszolut koncentracioi — az 1gG3 ¢és IgG4
kozott észlelt negativ korrelacio kivételével — pozitivan korrelaltak egymassal. Ennek
hatterében az allhat, hogy az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentracioja
tdgabb hatarok kozott valtozott az alosztalyok egymashoz viszonyitott ardnyahoz
képest. Ennek megfelelden egy magas IgG-koncentracio esetén mind az IgG1, mind az
IgG4 koncentracidja egyarant viszonylag magas volt, mig egy alacsony IgG-
koncentracio esetén mindkét alosztaly€ viszonylag alacsony, azaz a két alosztaly szintjei

Osszességében pozitivan korrelaltak.

Az, hogy az IgG3 és IgG4 koncentracioja kozott a fenti jelenség ellenére is negativ
korrelaciot figyeltiink meg, kiilondsen érdekes. Az I1gG3- és IgG4-szintek kozti forditott
Osszefiiggés — hasonloan Ferrari és munkacsoportja altal leirt IgG1- és 1gG4- szintek
kozotti negativ korrelacidhoz — az immunvalasz eltérd polarizaltsagat jelezheti. Az IgG3
ugyanis az immunvalasz korai szakaszdban keletkezik és az IgG alosztalyok koziil

leghatékonyabban képes aktivalni a komplementrendszert, valamint a fehérvérsejteket
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[140, 142-144]. Az 1gG4 ezzel szemben alig rendelkezik effektor funkcidkkal [140,

142-144], és altalaban tartos antigénstimulacié hatasara jon 1étre [148].

Ez utobbinak megfeleléen TTP-ben is — az antigén (ADAMTSI13) tartds jelenléte

mellett — a betegség elérehaladtaval az IgG4 valik dominans alosztallya.

5.2.2. Az ADAMTSI3 elleni IgG autoantitestek alosztalyeloszlasanak vdaltozasa a
szerzett TTP folyamdn

Eredményeink alatamasztjak az IgG-alosztalyprofil megvaltozasat a betegség lefolyasa
soran. Azt talaltuk, hogy amig az elsd akut epizdd soran a mintak kozel felében az IgG1
volt a dominans alosztily, addig a relapszus soran, vagy egy relapszust kovetd
remisszioban vett mintdk mindegyikében IgG4-dominancia igazolodott. A fenti
eredményeink hasonldak Ferrari és munkacsoportja [131] megfigyeléseihez, melyek
szerint IgG4 alosztaly(l autoantitestek a korabban relapszuson atesett betegek
mindegyikében kimutathatéak voltak, mig IgG1 alosztalyu autoantitestek egyikiikben
sem. A két eredmény — az IgG1 alosztdlynak a masik munkacsoport altal észlelt teljes
hianya, illetve az altalunk tapasztalt alacsonyabb aranya — k6zotti kiilonbség hatterében
feltehetden az altalunk alkalmazott ELISA moddszer kordbban emlitett, a jelek szerint
elsésorban az IgG1 alosztaly esetében megnyilvanuld érzékenysége allhat. Az IgGl
alosztalyl autoantitestek teljes eltiinése ellen szol, hogy két, tobb relapszuson atesett
szerzett TTP-s beteg 1épébdl izolalt ADAMTSI13-specifikus B-sejt klonok 40%-a,
illetve 75%-a IgG1 alosztalyt autoantitesteket termelt [129].

A TTP diagndzisanak felallitdsat megel6zOen ismeretlen eredetli trombocitopénias
epizodon atesett négy beteg mindegyikének az elsé — klinikailag észlelt — akut epizod
soran vett mintajaban az IgG4 volt a domindns alosztaly. A kordbbi trombocitopénias
epizodok feltehetéen a TTP szubklinikus megnyilvanulasai voltak, esetiikben tehat az
elsd diagnosztizalt akut epizdd immunoldgiai szempontbol egy relapszusnak feleltethetd
meg. A fenti betegek els6 mintaiban igazolt IgG4-dominancia tehat tovabb erdsiti a
megfigyelésiinket, miszerint a relapszus soran vett mintdk mindegyikében az 19G4

alosztaly dominal.

A fliggetlen mintdk Osszehasonlitdsan tGl a tobb mintdval rendelkezd betegek

eredményei is megerdsitik a fenti megfigyelést: a relapszus soran, vagy azt kovetd
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remisszioban vett mintak esetiikben is IgG4-dominansak voltak. Ezzel 6sszhangban,
amig IgGl-dominancidrdl IgG4-dominanciara torténd valtast két beteg esetén is
megfigyeltiink (mar az els6 remisszid soran), addig [gG4-r6l IgG1-re torténd valtast egy
beteg esetében sem észleltiink. Egy esetben figyeltilk meg a kordbban IgG4-dominans
autoantitestvalasz megvaltozasat: az egyik, elsé remisszid sordn vett mintaban az IgG4
alosztalyl autoantitestek eltiinését kovetéen az IgG3 lett a dominans alosztaly. Erdekes
moédon az IgG4 alosztalyu autoantitestek eltiinésével parhuzamosan — az alacsony
pozitiv. ADAMTSI13-ellenes 1gG-szint ellenére — az ADAMTS13-aktivitas teljesen
normalizalddott. Ez a megfigyelés felveti az egyes alosztalyok eltérd jelentdségét az

ADAMTS13-deficiencia kialakulasaban.

5.2.3. Az ADAMTS13 elleni IgG4 mennyiségének osszefiiggése a gatlo hatdssal

Az IgG4 alosztadly szerepét az ADAMTS13-gatld hatas kifejtésében tovabbi

eredményeink is alatdmasztottak.

Egyrészt — az alosztalyok koziil egyediiliként — az IgG4 koncentracidja pozitivan
korrelalt a mintdkban mért ADAMTS13-gatlassal. Hogy kizarjuk annak lehetdségét,
hogy a fenti eredményeinket az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek eltérd
Osszkoncentraciol befolyasolhattak, meghataroztuk a mintak fajlagos gatld hatasat is,
hatasat kozvetleniil is Osszehasonlitottuk. Azt talaltuk, hogy IgG4-domindns mintak
fajlagos gatld hatasa erésebb volt az IgG1-dominins mintdkénal. Erdekes médon nem
talaltunk Osszefiiggést az IgG4-dominans mintdk fajlagos gatlo hatdsa és a
betegségstadium kozott, azaz eredményeink nem utalnak arra, hogy a mintidk

gatloképessége a betegség elérehaladtaval fokozodik.

Elképzelhetd, hogy az IgG4 alosztalyu autoantitestek hatékonyabb ADAMTSI13-gatlo
hat4sa hatterében azok magasabb affinitdsa all. Az IgG4 alosztalyl antitesteknek — a
funkcionalis monovalencidjuk miatti alacsonyabb aviditasuk ellenére, vagy éppen ezt

ellenstilyozandé — 4ltaldban magas affinitdsarol egy, az egyes IgG-alosztalyok

------

IgG4 alosztaly antitestek altaldban hosszas antigénstimulécié utdn, az immunvélasz

kés6i szakaszaban keletkeznek [148]. Mivel az IgG4 alosztilyra torténd valtas

82



DOI:10.14753/SE.2020.2372

feltehetden a csirakozpont-reakcid sordn megy végbe, ahol ezzel parhuzamosan
affinitadsérés is torténik, elképzelhetd, hogy az IgG4 alosztalyll antitestek magasabb
affinitasa  valojaban az alosztalyvaltassal parhuzamosan lezajlo6 szomatikus

hipermutécio és affinitasérés kovetkezménye.

Lehetséges azonban, hogy a magasabb affinitds hatterében az alkalmazott nehézlancok
eltérd szerkezete all. Ez az antitestek mukodésének klasszikus felfogasa alapjan —
miszerint a varidbilis régiok az antigénspecificitasért, a konstans régiok pedig az
effektor funkciokért felelések — a fenti megéllapitds meglepden hangzik. Azonban egyes

korabbi vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a konstans régiok szerkezete hatassal

crcr

Mivel a kiilonb6zé nehézlancok eltéré modon befolydsoljak az antigénkotohely
szerkezetét, az affinitasérés soran egyes, jobb antigénkotd konforméaciot el6idézod
nehézldncok elényt €élvezhetnek a tobbivel szemben. Ez részben megmagyarazhatja,
hogy egyes epitdpok ellen nagyobb eséllyel keletkeznek egy adott alosztalyba tartozo
antitestek [220]. Ennek megfeleléen az ADAMTSI3 enzim egyes epitopjai ellen
termel6do autoantitestek is nagyobb eséllyel tartozhatnak valamelyik alosztalyhoz. Egy,
az ADAMTS13 elleni autoantitestek doménspecificitasat vizsgald tanulmanyban [123]
arr6l szamoltak be, hogy a relapszus soran vett mintak tilnyomo részében eltiintek az
ADAMTS13-enzim C-terminalis régioi ellen iranyulo autoantitestek, amelyek az els6
shub sordn vett mintaban kimutathatéak voltak, az N-terminalis rész (spacer domén)
elleni, gatld autoantitestek azonban az 6sszes relapszus soran vett mintaban jelen voltak.
Mivel a relapszus soran a spacer elleni gatldo autoantitestek és az IgG4 alosztalyt
antitestek aranya is magasabb volt, elképzelhetd, hogy a spacer-ellen fdleg IgG4
alosztalyu autoantitestek termelddnek, mig a C-terminalis régidk elleni autoantitestek
elsdsorban mas alosztalyokhoz tartoznak. Ez az aranyeltolddas szintén magyarazhatja az

IgG4 alosztalyba tartozd autoantitestek erdsebb fajlagos gatld hatasat.

A fenti elképzelésnek bizonyos mértékig ellentmond az a megfigyelés, hogy a TTP-s
betegek 1€pébdl izolalt, az ADAMTS13 spacer doménje ellen irdnyulo, kozos CD3
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régioval rendelkezd B-sejt-klonok némelyike IgG1, némelyike pedig IgG4 alosztalyu
antitesteket termel.

Annak megallapitasa, hogy a fent ismertetett, vagy egyéb lehetséges mechanizmusok
valojaban milyen mértékben jarulnak hozza az I1gG4 alosztalyba tartoz6 ADAMTSI13
elleni autoantitestek erdsebb ADAMTS13-g4atlé hatdsdhoz, tovabbi vizsgalatokat tesz

sziikségessé.

5.24. Az ADAMTS13 elleni 1gG autoantitestek alacsonyabb koncentrdcidja

relapszusban

Eredményeink arra utalnak, hogy a relapszus sordn az ADAMTSI13 elleni IgG
autoantitestek szintje alacsonyabb, mint az elsé akut epizod idején. A két stadiumbol
szdrmazo6 mintak kozti kiilonbség a rizikdcsokkentd haplotipust nem hordozok korében

statisztikailag is szignifikansnak bizonyult.

Korabban ismertetett eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a relapszusbol
szarmazd mintak kivétel nélkiill IgG4-domindnsak, valamint hogy az IgG4-dominans
mintdkban  erdsebb ADAMTS13-gatlas  detektalhatdo. Ezek alapjan  arra
kovetkeztethetiink, hogy relapszusban a mintdk atlagos ADAMTS13-gatlo hatasa
erosebb az elsd epizodhoz képest. Ennek kovetkeztében relapszusban alacsonyabb
autoantitest-koncentraciok is elegendéek lehetnek a kritikus mértékit ADAMTSI3-
gatlas eldidézéséhez.

A relapszusban tapasztalt alacsonyabb antitestkoncentraciokat emellett az is
magyarazhatja, hogy a kordbban TTP-s epizodon atesett betegek és kezeldorvosaik a
betegség ismeretében gyorsabban felismerik a kialakul6 0j epizdd jeleit, igy diagnozis
felallitdsa és a kezelés megkezdése (valamint a vizsgédlatunkban szerepld mintak

levétele) az epizod korabbi, kevésbé sulyos fazisaban torténik meg.

A gyorsabb diagnozis és kezelés valosziniileg szerepet jatszik a relapszusoknak az elsé
epizodokhoz viszonyitva enyhébb klintkumdhoz (magasabb trombocitaszam,
alacsonyabb LDH, kevesebb plazmaferezis remisszidig) [27]. Mindazonaltal
elképzelhetd, hogy az akut epizdédok sordn a sulyossdggal (magasabb mortalitas, tobb

plazmaferezis remisszidig, alacsonyabb trombocitaszam) korrelalé IgGl és I1gG3
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alosztalyok [134] alacsonyabb aranya is kozrejatszik a relapszusok enyhébb

lefolyéaséaban.

5.2.5. A HLA-DR-DQ haplotipusok kapcsolata az ADAMTSI13 elleni autoantitestek

szintjével

Vizsgalatunk eredményei alapjan a rizikocsokkentd haplotipust (DRB1*07-DQB1*02
vagy DRB1*13-DQB1*06) hordoz6 betegekben magasabb az ADAMTS13 elleni IgG
Osszkoncentracioja a rizikdécsokkentd haplotipust nem hordozéd betegekhez képest. Az

alosztadlyok aranya nem kiilonbozott a két csoport kozott. A rizikdhaplotipust

(DRB1*11-DQB1*03, DRB1*15-DQB1*06) hordozo, illetve nem hordozé betegek

crer

vagy alosztalyeloszlasaban.

Szamos elmélet sziiletett az egyes DR ¢és DQ molekuldk rizikofokozo, illetve
rizikdcsokkentd hatasaval kapcsolatban. Ezek egyike szerint elsOsorban a DQ
molekulak eltéré stabilitasa és ennek kovetkeztében eltérd expresszidja allhat az
autoimmunitas hatterében [156]. A modell értelmében azok a DQ molekulak, amelyek
csak kis affinitassal tudjak prezentalni a peptidet, csak kis mértékben aktivaljak az adott
DQ-peptid komplexet specifikusan felismerd éretlen CD4+ T-sejteket. A kismértéki
aktivacido nem elégséges a sejtek Onmegsemmisitd programjdnak beinditasahoz, igy
ezek a sejtek megmenekiilnek a sajat antigéneket hatékonyan felismerd T-sejteket célzo
negativ szelekcio elél. A sajat peptid-MHC komplexekre specifikus T-sejtek lehetévé

teszik az autoimmun reakcid kialakulasat.

A fenti elmélet alapjan a rizikdcsokkentd haplotipusok a fentiek ellentéteként, a sajat
peptidek hatékony prezentacidja Utjan csokkentik az  autoreaktiv  T-sejtek
fennmaradasanak az esélyét. Ha viszont valamilyen modon egy ilyen T-sejt-klon mégis
fennmarad, és kialakul a fehérje elleni immunvalasz, a DQ molekuldkon keresztiili
hatékony antigénprezentacié erOsebb antitestvalaszhoz vezethet. Amennyiben a fenti
elmélet helytallo, ez a mechanizmus magyarazhatja a magasabb autoantitestszinteket a

rizikdcsokkentd haplotipusokat hordozo TTP-s betegek csoportjaban.
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5.3. Az ADAMTS13 elleni autoantitest-valasz lehetséges modellje

A fentiek Osszegzéseképpen a jelenleg rendelkezésiinkre allo ismeretek alapjan fel
szeretném vazolni a szerzett TTP hatterében 4ll6 ADAMTS13-ellenes autoantitestvalasz
kialakulasanak egy Ilehetséges modelljét, majd kiemelni, hogy a dolgozatomban
bemutatott eredmények a modell mely részleteinek pontosabb megértéséhez jarultak

hozza.A modell fébb 1épései a kdvetkezOok (17. abra):

1. A csontveldben az ADAMTSI13 enzimet felismerd B-sejtek megmenekiilhetnek a
negativ szelekcio eldl. Ezt az egészséges egyének jelentés hanyaddban kimutathatd

ADAMTS13-ellenes antitestek alatamasztjak.

2. Az autoreaktiv B-sejtek MHC-II molekuldkhoz asszocidltan bemutatjak az
ADAMTS13-eredetii peptideket a helper T-sejteknek.

3. Egyes, az ADAMTSI3 enzim adott peptidjeit felismeré helper T-sejtek
megmenekiilhetnek a negativ szelekcio eldl, amennyiben a thymusban bemutatott

autoantigénre csak kismértékii aktivacioval reagalnak.

4. A dendritikus sejtek a manndz-receptorukon keresztiil képesek az ADAMTS13 enzim

megkotésére és felvételére.

5. Amennyiben a dendritikus sejtek fertézés hatasara aktivalodnak, az
antigénprezentacid hatdsfoka megnd — kiilondsen abban az esetben, ha a kérokozohoz
torténd esetleges kotddése altal az ADAMTSI13 internalizacidja is fokozodik. A
dendritikus sejt az ADAMTS13-eredetli peptideket kostimulacios molekuldk
jelenlétében mutatja be a helper T-sejteknek, aminek kovetkeztében az ADAMTSI13 T-
sejt-epitopjait felismerd T-sejtek aktivaldodhatnak.

6. Az aktivalt helper T-sejtek felismerik az ADAMTS13-specifikus B-sejtek altal
bemutatott T-sejt-epitopokat, és citokinek termelésén, illetve CD40-ligand kifejezésén

keresztiil aktivaljak a B-sejteket.

7. Az aktivalt B-sejtek ADAMTSI13 elleni autoantitesteket termeld plazmasejtekké
alakulnak at. A folyamatban tobb B-sejt-klon érintett, amelyek eltéré hatasa és

patogenitasu antitesteket termelnek.
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(nyité autoantitestek). A konformaciovaltozds kovetkeztében 1j, eddig rejtett
ADAMTS13-epitopok valnak hozzaférhetové az immunrendszer szamdra. A gatld

autoantitestek tilnyomo része ehhez a korabban rejtett spacer-régiohoz kotddik.

9. A B-sejt-aktivaciot kovetd csirakozpont- (germinalis centrum) reakcid soran az

antitestek affinitdsérésen €s izotipusvaltason mennek keresztiil.

10. A fenti folyamatok végeredményeként nagy affinitasu, gatlo hatdsa, megvaltozott

alosztalyeloszlasu patogén ADAMTS13-ellenes autoantitestek jonnek létre.
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17. Abra. Az ADAMTS13 elleni immunvalasz kialakulisinak lehetséges modellje.
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A csillagok azokat a Iépéseket jelolik, amelyek pontosabb megismeréséhez a
dolgozatomban ismertetett eredményeink hozzajarultak. Részletek a szovegben.

A dolgozatomban bemutatott eredmények a fent ismertetett modell tobb 1épésének a

pontosabb megértéséhez jarulnak hozza, illetve tdmasztjak ala azokat.

A HLA-DR és HLA-DQ (MHC-II) molekuldk az antigénprezentacié hatékonysagan
keresztiil tobb ponton is befolyasoljak a T-sejtek aktivaciojanak mértékét, amely
szerepet jatszhat mind a centralis (3. 1épés), mind a periférias (4. 1épés) tolerancia
attorésében. A PTPN22 gén altal kodolt Lyp foszfatdz a limfocita-aktivacié kozvetlen
modositdsa révén ugyanezen lépéseket befolyasolhatja, valamint a B-sejt aktivacidval
jar6 lépésekre (2., 6. 1épés) is hatassal lehet. Eredményeink egyrészt megerdsitették a
HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP kialakuldsara gyakorolt hatasat, masrészt
az 1j, pontencialisan rizik6fokozo, illetve rizikocsokkentd6 HLA-DR ¢s HLA-DQ
molekuldk azonositasa alapjat képezheti tovabbi, az MHC-II molekulak TTP-ben
jatszott szerepét vizsgdld sejtszintli  kisérleteknek. A PTPN22 ¢.1858C>T
hogy a két tényez6 részben kozds uton — a limfocitak aktivacidjdnak befolyasolasa
révén — gyakorol hatast a szerzett TTP kialakuldsdnak rizikojara. Vizsgélataink soran
ezen feliil a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozéasa és az ADAMTSI3 elleni antitestek

szintje kozotti kdzvetlen sszefiiggést is talaltunk.

Eredményeink aldtamasztjdk, hogy az izotipusvaltas, illetve alosztalyvaltas a betegség
lefolyasanak késébbi szakaszaban — akar remisszio alatt is — megtorténhet, illetve hogy
a folyamat az IgG4 alosztalyl antitestek keletkezése iranyaba mutat. Az 1gG4
alosztalyba tartoz¢ antitestek magasabb gatloképessége feltételezésiink szerint részben
arra vezethetd vissza, hogy az izotipusvaltds és az azzal parhuzamosan zajlo, a

hatékonyabb gatlast lehet6vé tevé affinitasérés ugyanazon B-sejt-klonokat érinti.

A dolgozatban ismertetett eredményeinken feliil a PhD munkam eredményei, illetve az
ADAMTSI3 elleni antitestek keletkezésével kapcsolatos Otleteink lehetévé tették, hogy
bekeriiljiink egy nemzetkozi konzorciumba, amely tobbek kozott az ADAMTS13 enzim

nyitott ¢és zart konformacidjanak szerepét vizsgalja az ADAMTS13-ellenes

autoantitestek keletkezésének szempontjabol.
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6. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat fébb megallapitasai a kdvetkezdk:

6.1. A HLA-DR-DQ haplotipusok, a PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus, valamint

ezek Osszefiiggéseinek hatasa a szerzett TTP kialakulasanak kockazatra

1.

Megerdsitettik a DRB1*11-DQB1*03 haplotipus rizikéfokozd szerepét, tovabba
megallapitottuk, hogy ezen felil a DRB1*15-DQB1*06 haplotipus hordozéasa
noveli, a DRB1*07-DQB1*02 ¢s DRB1*13-DQB1*06 haplotipusok hordozasa
pedig csokkenti a szerzett TTP kialakuldsanak kockézatat.

Megallapitottuk, hogy az 1. pontban ismertetett Osszefiiggések a ndk korében

kiilondsen erdsek, az alacsonyabb elemszam ellenére is.

Nagyobb beteganyagon megerdsitettiik a korabbi megfigyelést, miszerint a
PTPN22 ¢.1858C>T polimorfizmus ritka, illetve vad alléljainak gyakorisaga nem

tér el a szerzett TTP-s betegek és az egészséges kontrollszemélyek csoportjaban.

Megallapitottuk, hogy a PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus befolyasolja egyes
HLA-DR-DQ haplotipusoknak a szerzett TTP kialakulaséara gyakorolt rizik6fokozo,
illetve rizikdcsokkentd hatasat.
A DRB1*15-DQB1*06 haplotipus rizikofokozd hatasa csak a ritka PTPN22
c.1858T allélt hordozok korében, a DRB1*07-DQB1*02 haplotipus
rizikocsOkkentd hatdsa pedig a ¢.1858T allélt nem hordozok korében bizonyult

szignifikansnak.

6.2. Az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentracidoja, alosztalyeloszlasa,

gatlo hatasa, valamint ezek valtozasai és osszefiiggései szerzett TTP-ben

la.

1b.

Vizsgalatunk eredményei alatamasztjak azt a korabbi megfigyelést, hogy szerzett
TTP-ben az ADAMTS13 elleni IgG izotipust autoantitestek elsésorban az IgG4 és
IgG1 alosztalyokba tartoznak. A mintdk dontd tobbségében tobbféle alosztalyba
tartoz6 ADAMTS13-ellenes autoantitestek egyidejii jelenléte igazolhato.

Megallapitottuk, hogy az egyes IgG alosztalyokba tartoz0 ADAMTS13-ellenes

autoantitestek aranya a betegség lefolyasa soran jellegzetes valtozasokat mutat.
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Az els6 akut epizodhoz képest relapszusban az 1gG4 alosztalyu autoantitestek
aranya magasabb, mig az IgGl és IgG3 alosztdlya autoantitestek aranya
alacsonyabb.

Ezen feliil a fliggetlen mintdk Osszehasonlitasa, illetve a tobb mintaval
rendelkezd betegek eredményei egyarant arra utalnak, hogy a relapszusban,
illetve relapszust kdvetd remisszidban vett mintdk mindegyikében az IgG4 a

dominans alosztaly.

2. Megallapitottuk, hogy az IgG4 alosztalya  ADAMTS13-ellenes autoantitesteket
magasabb aranyban tartalmazé mintadk ADAMTS13-gatlo hatasa erdsebb a tobbi
mintahoz viszonyitva.

Elsdként  vizsgaltuk  szisztematikusan, nagyobb  esetszami  TTP-s
betegcsoportban az ADAMTS13-ellenes IgG autoantitestek
alosztalyeloszlasdnak  kapcsolatdt az  ADAMTSI13-gatlds  erdsségével
Megallapitasunkat a kovetkezd két, egymast alatdmaszté eredményiinkre
alapozzuk. Egyrészt az IgG alosztalyok koziil egyediil az I1gG4 alosztaly(
autoantitestek koncentracioja korreldlt az ADAMTS13-gatlas erdsségét jelzd
mutatoval. Masrészt az IgG4-dominans mintak azonos ADAMTS13-ellenes
IgG-koncentracidora vonatkoztatott gatloképessége erdsebbnek bizonyult az

IgG1-dominans mintakénal.

3. Osszefiiggést taldltunk a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasa, illetve az
ADAMTSI13 elleni autoantitestvalasz egyes jellemz6i kozott.

Els6ként vizsgaltuk meg a HLA-DR-DQ haplotipusok hordozasanak és az
ADAMTS13 elleni autoantitest-valasz egyes jellemzdinek kapcsolatat.
Eredményeink arra utalnak, hogy az autoantitestek koncentracioja magasabb a
rizikocsokkentd haplotipusokat (DRB1*07-DQB1*02 és DRB1*13-DQB1*06)
hordozé betegek korében az azokat nem hordozé betegekhez képest.
Emellett azt figyeltiikk meg, hogy a rizikocsokkentd haplotipust nem hordozé
betegek korében az ADAMTSI13 elleni IgG autoantitestek koncentracidja a
relapszus sordn vett mintdkban alacsonyabb az elsé akut epizdd soran vett

mintakhoz képest.
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7. OSSZEFOGLALAS

A trombotikus trombocitopénids purpura (TTP) hatterében az ADAMTSI13 enzim
deficiens aktivitasa all. A TTP szerzett formajaban a deficienciat ADAMTS13-ellenes
autoantitestek okozzdk, am ezek keletkezésének pontos mechanizmusa egyeldre
ismeretlen. Célunk az ADAMTSI13 elleni autoantitest-valasz pontosabb megismerése
volt. Els6é vizsgalatunkban egyes genetikai tényezOknek — HLA-DR-DQ
haplotipusoknak, illetve a PTPN22 gén c.1858C>T polimorfizmusanak — a szerzett TTP
kialakuldsara hajlamositod szerepét vizsgaltuk 75 szerzett TTP-s beteg és 0sszesen 204
egészséges kontrollszemély genetikai eredményeinek Osszevetésével. Masodik
vizsgalatunkban az autoantitest-valasz egyes jellemzoit — az ADAMTS13 ellenes 1gG
mintavételi stadium, és a genetikai (HLA-DR-DQ) hattér fiiggvényében, 81 szerzett
TTP-s beteg 101 mintajanak bevonasaval. Vizsgalatunkban a DRB1*11-DQB1*03 és
DRB1*15-DQB1*06 haplotipusokat hordozok ardnya magasabb, a DRBI1*(07-
DQB1*02 és a DRB1*13-DQB1*06 haplotipusokat hordozok ardnya pedig alacsonyabb
volt a TTP-s betegek csoportjaban az egészséges kontrollokéhoz viszonyitva, ami arra
utal, hogy az eldbbi két haplotipus noveli, az utdébbi két haplotipus pedig csokkenti a
szerzett TTP kialakuldasdnak a kockazatat. A ndk korében a fenti Osszefliggések az
Osszesitett vizsgalathoz képest erdsebbnek bizonyultak, az alacsonyabb elemszadm
ellenére is. A PTPN22 c.1858C>T polimorfizmus el6forduldsa nem kiilonbozott a
szerzett TTP-s betegek és egészséges kontrollok kozott, de eredményeink arra utalnak,
hogy a polimorfizmus befolyasolja a DRB1*¥15-DQB1*06 haplotipus rizikofokozo,
illetve a DRB1*07-DQB1*02 haplotipus rizikocsokkentd hatasat.

Eredményeink megerdsitik a korabbi megfigyeléseket, miszerint az ADAMTS13 elleni
autoantitestek dontéen az IgGl ¢és IgG4 alosztidlyokba tartoznak. A betegség
elorehaladtadval az alosztalyeloszlads jellegzetes megvaltozasat figyeltik meg:
relapszusban az 1gG4 aranya magasabb, az IgG1 ardnya pedig alacsonyabb volt az elsé
akut szakhoz viszonyitva; minden relapszus alatt, vagy relapszust kdvetd remisszioban
vett mintaban az IgG4 alosztaly dominalt. Osszefliggést taldltunk az IgG4 alosztalya
autoantitestek mennyisége ¢és az ADAMTSI13-gatlds erdssége kozott. Emellett azt
tapasztaltuk, hogy a rizikdécsokkenté HLA-DR-DQ haplotipusok hordozésa szerzett
TTP-s betegekben magasabb ADAMTS13 elleni 19gG-szintekkel tarsul.
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8. SUMMARY

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is characterized by the deficiency of the
enzyme ADAMTS13. In the acquired form of TTP, the deficiency is caused by anti-
ADAMTSI13 autoantibodies. The exact mechanism of the development of these
autoantibodies is unknown to date. Our aim was to improve our knowledge on the
autoantibody-response against ADAMTS13. In our first study, we investigated the role
of certain genetic factors — HLA-DR-DQ haplotypes, PTPN22 ¢.1858C>T
polymorphism — in determining the susceptibility to acquired TTP, by analyzing the
genetic data of 75 acquired TTP patients and 204 healthy control subjects. In our second
study, we investigated certain characteristics of the autoantibody response —
concentration, subclass distribution and inhibitory potential of anti-ADAMTS13 IgG
autoantibodies — according to disease stage and genetic (HLA-DR-DQ) background, by
analyzing 101 samples of 81 acquired TTP patients. The proportions of individuals
carrying the DRB1*11-DQB1*03 and DRB1*15-DQB1*06 haplotypes were higher,
whereas the proportions of those carrying the DRB1*07-DQB1*02 and DRB1*13-
DQB1*06 haplotypes were lower among acquired TTP patients than among healthy
controls, indicating that the first two haplotypes act as risk factors, while the latter two
haplotypes act as protective factors for acquired TTP. The above associations were even
stronger when investigating women only, despite of the lower number of individuals.
The prevalence of the PTPN22 c¢. 1858C>T polymorphism in acquired TTP patients did
not differ from that in healthy individuals, but our results suggest that the polymorphism
influences the predisposing and protective effect of DRB1*15-DQB1*06 and
DRB1*07-DQB1*02, respectively. Our results support the previous findings that
showed that the anti-ADAMTS13 autoantibodies are primarily of the IgG1 and 1gG4
subclasses. We observed a change in subclass distribution during the course of the
disease: the proportion of 1gG4 was higher and that of IgG1l was lower in relapse
compared to the first acute episode; all samples taken during a relapse or in remission
following a relapse were 1gG4-dominant. We found an association between the amount
of 1gG4 and the strength of ADAMTS13 inhibition. Furthermore, we discovered that
anti-ADAMTS13 1gG levels were higher in patients carrying protective HLA-DR-DQ

haplotypes compared to patients who did not carry these haplotypes.
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