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BEVEZETES

Autoimmun betegségek patomechanizmusa

Az autoimmun reumatologiai betegségek a népesség 1,5-2,5%-4at
érintik, népegészségiigyi szempontbol jelentds terhet jelentenek.
Gyakran kiséri 6ket stilyos szervkarosodas, és a szdmos 1j gyogyszer
ellenére terapiajuk ma is kihivast jelent a gyakorld orvos szdmara.
Ezért a patogenezis jobb megértése és a hajlamositd tényezok
megismerése kulcsfontossagu.

Kialakulasukban mind a genetikai, mind a kornyezeti tényezdk
szerepet jatszanak. A kornyezeti tényezOk (példaul dohanyzas és
fertdzések) a betegségre genetikailag fogékony egyénekben
(bizonyos HLA-allélek hordozasa esetén) immunregulacids zavart
idézhetnek eld. Ez az allapot a betegség preklinikai stddiumanak
tekinthet6. Ebben a stadiumban laboreltéréseket - pl. autoantitestek
(rheumatoid faktor [RF], citrullinalt protein ellenes antitest [ACPA],
anti-Jo-1) megjelenése a vérben — tapasztalunk klinikai tiinetek
nélkil. A fennalld és ujonnan jelentkezd kornyezeti tényezok
hatdsara az immunregulaciés zavar autoimmun betegségben
manifesztalodhat. A korfolyamatot szamos effektortényez6
szabalyozza: gyulladasos sejtek (T- és B-lymphocytak, makrofagok,
fibroblastok) és az altaluk kibocsatott mediatorok - citokinek
(tumornekrézis-faktor [TNF], interleukin 1, 6, 17, interferonok),
prosztaglandinok, reaktivoxigén-gyokok és extracellularis vezikulak.
A hosszantartdo gyulladas definitiv szervkarosodast (pl. porc- és
csontdestrukcid, tiid6fibrosis) is eldidézhet - ez betegségenként
eltér6 lehet. Munkank sordn ebb6l a patogenetikai lancbol

vizsgaltunk egy-egy tényezot.



Mikrovezikulak

Szamos autoimmun reumatologiai betegség patogenezisében
felmeriilt az MV-k szerepe. Az MV-k az extracellularis vezikulak
kozé tartoznak, melyek a sejtekrél lefiizédve részt vesznek az
intercellularis kommunikacidoban. Méret szerint megkiilonboztetjiik
az 50-100 nm atméréjii exosomakat, a 100-1000 nm-es MV-ket és az
apoptozis soran képz6do, 1-5 um atmér6jii apoptotikus testeket.
Rheumatoid arthritisben (RA-ban), szisztémas lupus
erythematosusban, szisztémas sclerosisban ¢és vasculitisekben az
egészséges kontrolloknal magasabb MV-szinteket igazolt szamos
kutatocsoport, ami alapjan felmeriil az MV-k patogenetikai szerepe

és biomarkerként val6 alkalmazasa.

Rheumatoid arthritis

Az RA féként a kéz és 1ab kisiziileteit érintd, altalaban szimmetrikus
polyarthritissel jar6 autoimmun betegség. Populaciogenetikai
vizsgélatok fontos gén-kérnyezeti tényez6 kolcsonhatast igazoltak,
azaz a HLA-DRB1-allélek hordozasa dohanyos egyénekben jelentos
kockazatot jelent az ACPA-pozitiv RA kialakuldsara. A legiijabb
irodalmi adatok alapjan az ACPA-knak patogenetikai szerepe lehet a
betegségben, bar az ACPA-termelés és a dohanyzassal vald
Osszefliggésének pontos mechanizmusa még nem ismert.

Az ACPA-k citrullinalt fehérjék ellen képzddnek. A citrullinacio a
poszttranszlacios modositdsok egyike: a fehérjék argininjét a
peptidil-arginin-demiminaz (PAD) enzim citrullinnd alakitja. RA-
ban a PAD2 ¢és 4 izoforma nagy mennyiségben megtalalhatdo a
synovialis gyulladas tertiletén. Irodalmi adatok szerint a dohanyzas
fokozhatja a citrullinaciot a tiidében.
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RA-ban a TNF-nek kulcsszerepe van a gyulladas fenntartasaban, és a
TNF-gatlok hatékony gyogyszerek a betegség kezelésében. Azonban
ma még nem ismert, hogy a dohanyzas hogyan befolyasolhatja a
TNF szertedgazé hatasait, termelését, illetve a genetikaval

Osszefiiggésben hogyan jarulhat hozza a betegség patogeneziséhez.

Polymyositis/dermatomyositis

A polymyositis/dermatomyositis (PM/DM) progressziv
izomgyengeséggel és borelvaltozasokkal kisért autoimmun betegség.
Kialakulasaban egyarant szerepet jatszanak a genetikai (DR3-
asszociacio) és a kornyezeti (pl. fertézés, UV-sugarzas) tényezok. A
betegekben myositisspecifikus autoantitestek jelenhetnek meg a
szérumban. Ezen ellenanyagok ko6zé tartoznak az antiszintetaz
antitestek (pl. anti-Jo-1), melyek az antiszintetiz szindrémaban

gyakrabban fordulnak el6.



CELKITUZES

1. Az ACPA-termelés mechanizmusanak vizsgalata egy nem
arthritises betegcsoportban:
A. a dohanyzas hatasara fokozddik-e a citrullindcio,
B. illetve a fokozott citrullinaci6 indukal-e autoantitesttermelést.
2. A dohényfiist hatdsdnak tanulmanyozasa human T-
lymphocytakon:
A. Standardizalt modszer kidolgozasa a dohanyfiist
elnyeletésére.
B. A dohanyfiist hatasanak vizsgalata a TNFR1-2 kifejez6désre,
valamint az apoptozisra.
3. PM/DM-ben az MV-k szerepének vizsgalata:
A. A keringé MV-mintazat (lymphocyta, monocyta és izom
eredetli MV-K) vizsgalata.
B. Az MV-k morfologidjanak tanulmanyozasa.
C. Biomarkerkeresés: az MV-k Osszefiiggésének elemzése a

cres

diagnosztikus laboratoriumi eltéréseivel.



BETEGEK ES MODSZEREK
Vizsgalati alanyok

Betegek a  dohanyzds—citrullinacio—ACPA  kapcsolat
vizsgdlatahoz

A Semmelweis Egyetem Pulmonoldgiai Klinikajarol gytjtottik a
betegektdl és egészséges kontrolloktdl szarmazd mintakat (n=109).
A dohanyzasi szokas és a tiidégyogyaszati diagnozis szerint 10
betegcsoportot kiilonboztettiink meg: nem dohdnyos (soha nem
dohanyzott) és dohanyos (jelenleg vagy korabban dohanyzott)
egészséges kontrollok, asthma bronchialében, sarcoidosisban,
kréonikus obstruktiv tiidobetegségben ¢és tiidorakban szenvedd
betegek. Vért vettink ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) vizsgalatokhoz (RF, PAD4 ¢és ACPA). 18 betegtdl
bronchoszkopos szovettani mintat is gyljtottiink szoveti microarray-
hez (TMA-hoz), amelyet azutan immunhisztokémiai modszerrel
(CK7, PAD4 ¢és citrullinalt fehérje) festettiink. Tovabbi 100
tidédaganatos TMA allt rendelkezésiinkre az 1. sz. Patologiai és
Rakkutato Intézetben, amelyeket az el6bb emlitett harom szoveti
antigénre szintén megfestettiink. Minden beteg kérdéivet toltott ki
dohanyzasi szokasair6l. A dohanyzas intenzitasat a csomagévvel (=
naponta elszivott atlagos cigarettamennyiség x dohanyzassal t6ltott
évek szama / 20; pl. napi 1 doboz cigaretta 5 év alatt 5 csomagévet

jelent) szamszeriisitettiik.



Betegek a mikrovezikula-vizsgdlatokhoz

Husz PM/DM-es beteg és hlisz egészséges kontroll vérmintajat
kaptuk a pragai Karoly Egyetem Reumatoldgiai Tanszékér6l. Az
izomerdt manudlis izomteszttel becsiiltiik meg, és vizualis analog
skalan  hataroztuk meg a  szervspecifikus és  globalis
betegségaktivitast. A laboratoriumi paraméterek koziil rogzitettiik a
C-reaktiv protein, a kreatin-kinaz (CK), a laktat-dehidrogenaz, a
myoglobin és a kreatinin vérszintjét, a lymphocyta- és

thrombocytaszamot, az anti-Jo-1 pozitivitast és a tid6éérintettséget.

Dohanyfiist elnyeletése

A cigarettat steril fiilke alatt nyelettiik el az altalunk kidolgozott,
standardizalt €s reprodukalhat6 kisérleti rendszerben. A munkahoz
piros Symphonia cigarettat hasznaltunk. Jurkat-sejteket és
egészséges egyén periférids vér mononukledris sejtjeit kezeltiik a

dohanyfiistés médium kiilonb6z6 koncentracidival.

Szérum PAD4, ACPA és IgA RF ELISA vizsgalatok

A Pulmonolégia Klinikardl szarmazoé betegszérumok PAD4 és RF
szintjét ELISA modszerrel mértiik. A szérum ACPA szintet kétféle
modon  hataroztuk  meg: 1)  kereskedelmi  forgalomban
megvasarolhaté ELISA-kittel (anti-CCP titer) és 2) az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem Peptidkémiai Kutatocsoportja altal szintetizalt,
citrullint vagy arginint tartalmazo filaggrinpeptidek (filaggrin ellenes
antitest) felhasznalasaval beallitott ELISA-médszerrel. A filaggrin
ellenes antitestek mérése a kovetkez6képpen tortént: meghataroztuk
a citrullin tartalmi és a nem modositott, arginin tartalmi

filaggrinpeptid ellen képzédott antitestek szintjét, majd a két érték
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hanyadosat képeztiikk. Az 1,5 alatti hanyados azt jelzi, hogy nincs
citrullinalt fehérje (filaggrin) ellenes immunvalasz, mig az RA-ban
megfigyelhetd, jellemzden 1,5-nél magasabb érték az ACPA-képzést

mutatja.

CK enzimaktivitas mérése
Hat PM/DM-es beteg és hat egészséges kontroll vérplazmajanak
ultracentrifugalt frakcidjaban kinetikus modszerrel (fotometria)

meghataroztuk a CK enzimaktivitast.

Aramlisi citometria
Fluorokrommal konjugélt monoklonalis antitestek segitségével
meghataroztuk a dohanyfiisttel kezelt sejtek TNFR1 és 2 szintjét,

valamint az apoptozist jelzé annexin V kotodést.

Husz PM/DM-es és husz egészséges kontroll plazmamintajaban
flourokrommal konjugalt monoklonalis antitestek segitségével
azonos modon és ideig mértiikk a T-sejt (CD3 pozitiv), B-sejt (CD19
pozitiv) és monocyta (CD14 pozitiv) eredetii MV-k szamat.

Immunhisztokémia

A CK7, PAD4 és citrullinalt fehérjék szoveti kifejez6dését a
tidédaganatos TMA  sorozatmetszeteken  immunhisztokémiai
mddszerrel vizsgaltuk. Az expresszié mértékét a festddés intenzitasa
és a festdédd sejtek szazalékos aranya alapjan képzett

immunhisztokémiai pontszammal szamszertsitettiik.



Elektronmikroszkdpia
A PM/DM-es betegekbdl és egészséges kontrollokbol szarmazo MV-

k morfoldgiajat transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Statisztika

Mann-Whitney-teszt, Kruskal-Wallis-féle egy mintas
varianciaanalizis (majd Dunn-féle posthoc teszt), Fischer-teszt,
Spearman-féle rangkorrelacios teszt és linearis regresszioszamitas. A
PAD4 szintnél a nem dohanyos kontrollokban mért atlag+2-szeres
szoras feletti értékeket mindsitettiik emelkedettnek. A 0,05 alatti p

értéket tekintettiik szignifikansnak.



EREDMENYEK

A dohanyzas—citrullinacio—ACPA kapcsolat vizsgalata

A citrullindlt fehérjék, a CK7 és a PAD4 szoveti kifejezodése

A citrullinalt fehérjék jol elkiilonitették a tumoros szovetet, ahol erds
festddést tapasztaltunk, bar egy enyhe alapfest6dés a kornyezd, nem
daganatos szovetekben is lathaté volt. A citrullinalt fehérjék
festddése egybeesett az ismert tumormarkernek szamito CK7
kifejez6déssel, és immunhisztokémiai pontszamuk is korrelalt
egymassal.

A PAD4 enzim expresszidja szintén egybeesett a CK7 festodésssel,
és a daganatos sejteket specifikusan megfestette, a kornyezo
szovetek viszont negativak voltak. A PAD4 és CK7 festodés
immunhisztokémiai pontszama szintén korreldlt egymassal. A
citrullinalt fehérjék, a CK7 és a PAD4 expresszidjat tekintve nem
talaltunk kiilonbséget a dohanyos és nem dohanyos tiidédaganatos

betegek kozott.

Szérum PAD4, ACPA és IgA RF

Miutan megvizsgaltuk szoveti szinten a citrulliniciot és a citrullinalo
enzim kifejez6dését, a vérben is megmértitk a PADA4 szintet.

A dohanyos tiidédaganatos betegek jelentés hanyadaban (46%)
tapasztaltunk a kontrollokhoz képest emelkedett PAD4 szintet,
ugyanakkor a nem dohanyos tiidédaganatos betegekben a PAD4 a
nem dohdnyzé egészséges kontrollokénak megfeleld tartomanyban
volt. A dohanyos tlidérakos betegek PAD4 szintje szignifikansan

magasabb volt a nem dohényos egészséges kontrollokénal.
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A legtobb beteg és egészséges kontroll anti-CCP negativ volt, kivéve
két dohanyos tiidédaganatos beteget. A pulmonologiai mintdkban
nem talaltunk filaggrin ellenes ACPA-valaszt.

A dohanyos tiidodaganatos betegekben jelentds aranyban
tapasztaltunk magas RF-titert (23,5%), amely szignifikansan
kiilonbozott a nem dohanyos tiidddaganatos betegekétdl, ahol

minden minta RF negativ volt.

Dohanyfiist hatasa a TNFR expressziora

A médiumban elnyeletett dohanyfiist a sejtek apoptdzisdhoz vezetett,
de 5-10x higitas mellett az apoptozis mértéke 5% ala csokkent.
megemelkedett. A 10-szeres higitasa dohanyflistés médium hatasara
a TNFR1-expresszio kb. 5,5-szeresére novekedett, mig az 50-szeres
higitas kb. 2-szeres emelkedést okozott. A TNFR2-expresszié nem
ilyen jelentds mértékben valtozott: a 10x dohanyfiisthigitas hatasara
kb. 3,5x novekedést tapasztaltunk, mig az 50x higitasnal a TNFR2

kifejez6dése a kontrollmintakhoz hasonlé mértékii volt.

Mikrovezikulak

Az azonos médon és ideig mért CD3, CD14 és CD19 pozitiv MV-k
mennyisége szignifikinsan magasabb volt a PM/DM-es betegekben
a kontrollcsoporttal &sszehasonlitva. Tehat szignifikansan tobb T-
sejt, B-sejt és monocyta eredeti MV van jelen a PM/DM-es
plazmakban az egészségesekhez képest. Az MV-gazdag,
ultracentrifugalt csapadékban nem mértiink CK enzimaktivitast.

A monocyta és B-lymphocyta eredetli MV-K pozitivan korrelaltak az

izomerével. Az anti-Jol antitest pozitiv betegekben és/vagy
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tiid6érintettség esetén szignifikansan tobb T- és B-sejt, illetve
monocyta eredetii MV-t talaltunk.

Elektronmikroszkopos feldolgozassal az egészséges kontrollokban
kilonbozé méretli és denzitasi MV-ket lattunk, a PM/DM-es

betegekben nanocsdveknek tiing strukturak jelentek meg.
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KOVETKEZTETESEK

1. Leirtuk, hogy a fokozott PAD4 expresszid és citrullinacio
jellemzé6 a  tlidddaganatra, ami alapjan  felmeriilhet
tumormarkerként torténd alkalmazasuk.

2. Kimutattuk, hogy dohanyos tiidérakos betegekben magasabb
szérum PAD4 és IgA RF szint mérhetd, de a szdveti citrullinacid
és PAD4 expressziod hasonld dohanyosokban/nem
dohanyosokban.

3. Igazoltuk egy nem arthritises betegcsoportban (tiidérakos
betegekben), hogy a dohanyzas és a fokozott citrullinacié a
tidében nem vezet feltétleniil autoantitesttermeléshez, azaz
ACPA-k megjelenéséhez.

4. Kidolgoztunk egy olyan mddszert, amellyel a dohanyzas
sejtmiikddésre  gyakorolt hatasait in vitro rendszerben,
standardizalt moédon lehet vizsgalni.

5. Kimutattuk, hogy a dohanyfiist apoptozist indukal, és
koncentraciofiiggéen fokozhatja a TNFR1 ¢és 2 szintet human T-
lymphocytakon.

6. Eredményeink szerint szignifikansabb tobb T-sejt, B-sejt és
monocyta eredeti MV detektalhatd a PM/DM-es betegek
plazmajaban az egészségesekkel 0sszehasonlitva.

7. Az immunsejt eredeti MV-k szama oOsszefliggést mutatott az
izomerdvel, az anti-JO-1 pozitivitdssal és a tiidéérintettséggel,
ami felveti biomarkerként térténé alkalmazasuk PM/DM-ben.

8. CK enzimaktivitast (amely az izomeredetre utal) nem
detektaltunk a PM/DM-es betegek keringé MV-iben.
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