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2002-2005 év soran elért eredményekrol

El6zmények:

A rheumatoid arthritis (RA) az egyik leggyakoribb szisztémas autoimmun betegség, mely a
népesség 0,3-1,5- %-at érinti. Etioldgidja mind a mai napig ismeretlen, patomechanizmusanak
figyelhetd meg, egyre inkdbb az agresszivebb kezelésmddok korai alkalmazasa ker(l el6térbe
(citosztatikus kezelések). A betegség korai diagndzisa, majd a megfelelden valasztott
hatékony terapia egyéni es tarsadalmi szintd kovetkezményekkel jar. A diagnosztika
kérdésében fontos szerepet jatszanak azok laboratoriumi vizsgalatok, elsésorban serologiali
markerek, melyek minél nagyobb RA specificitassal és szenztivitassal rendelkeznek.

Az ut6bbi évek kdzleményei a deiminalt fehérje antigénekkel reagald ellenanyagok szerepére
irdnyitottak a figyelemet, melyek nemcsak a RA Ujabb specifikus szeroldgaiai markerei, de

termelddésiik feltételezetten kapcsolatba hozhatd a betegség pathomechanizmusaval is (1).

A kutatasi project célja, eredmények

Fenti el6zmények alapjan kutatdsunk soran alapvetéen harom témakort vizsgaltunk:

1. A citrullin tartalm( fehérjékkel reagélo ellenanyagok jellemzeése, az altaluk felsimert
célstrukturak, epitépok molekularis jellegzetességeinek vizsgalata, szérum és synovialis
folyadékparokban el6fordulé antitesetek mennyiségenek és specificitasanak
0sszehasonlitasa, az antigen ingert kivalto struktdra jellegzetességeinek leirasa.

2. Citrullindlt peptid specifikus autoantitest termelés genetikai hatterének vizsgélata,
osszefuggese HLA-DR, - valamint a citrullinalast vézé peptidylarginindeimindz (PAD)
enzim gen polimorfizmusaval.

3. Az anti-CCP antitestek diagnosztikai jelenéségéenek vizsgalata a hagyomanyos reumatoid
faktor teszt tukrében, el6fordulasanak gyakorisadga rheumatod arthritisben és egyéb

kotészdveti betegségekben.



Eredmeények:

1.1. Modell peptidként a filaggrin molekula 19 aminosav tartalmé szakaszat (306- 321
régio: *® SHQESTRGTSRGRSGRSGS***), hasznaltuk, ennek kiilénbdzé pozicidkban
citrullinnal szubsztitualt variansait szintetizaltuk és vizsgaltuk azok reaktivitasat rheumatoid
arthritises betegek és egészseges kontrollok szérumaban lévé IgG tipusu ellenanyagokkal. A
peptid variansokban az arginineket szisztematikusan cseréltik citrullinra, majd tébbszérdsen,
ill. teljesen citrullindlt szekvenciakat is készitettink. Kontroll antigénként nem citrullinalt
peptidszekvenciat alkalmaztunk. Elsé 1épésben a 19 tagu peptidszakasz 13 kilonbdzo variansat
allitottuk el6. Az elkeszitett peptidek 6szzefoglalo tablazatait a (2, 3, 23 ) k6zlemények
tartalmazzak.

Az antigenitasért felel6ssé tehet6 epitdp molekularis jellegzetességeinek vizsgalata céljabol C-
és N-terminalis iranyabol roviditettik a peptideket (8). A peptidek antigenitasat, rheumatoid
arthritisben (RA) kimutathato szenzitivitasat, specificitasat az ORFI-ban kezelt RA-s betegek
szérumanak hasznalataval vizsgaltuk. Egészséges véradok mintainak alkalmazasaval minden
egyes szekvencia esetén meghatéroztuk az illet6 peptidre jellemzd, pozitivitast definiald

kiiszdb (cut-off) értéket. Ennek alapjan szamitottuk ki a peptidek un. RA szenzitivitasat.

Eredmények:

Az arginin-citrullin szubsztitucié pozicidjanak és a szubsztitucié fokanak szerepe a RA
specifikus epitop kialakitasaban:

—A rheumatoid arthritisben termel6dé antitestek a kiillonb6zé citrullinalt peptidszekvenciakkal
valtoz6 szenzitivitassal reagéalnak, epitop felismeres tekintetében atfedé jellegiiek

- A citrullin ugyan nélkilézhetelen az antigénepitop kialakitasaban, a szomszédos amindsavak
jellege is nagymértékben meghatarozza az ellenanyagok szdmara legszenzitivebben felismert
struktarat, azaz a szubsztitucid(k) pozicioja szerint valtozik az epitop reaktivitasanak mertéke.
A nagy reaktivitasu epitopok harom, vagy 4 citrullint tartalmaznak, midegyikiikben a 316-0s
pozicidban Iévé arginin-citrullin szubsztitucié fordul el6. A 314, és 318 pozicidban 1évé
argininek citrullinra cserélése szintén az epitop reaktivitasanak fokozasat eredményezi.

—A szubsztitlcio foka és az epitdp RA szenzitivitasa kozott tehat dszzefuggés van. A
tObbszordsen szubsztitualt peptidek RA szenzitivitasa nagyobb, mint a mono- vagy
diszubsztitudlt varidnsoké, azonban az argininek teljes mértékai citrullinra cserélése mar
reaktivitas csokkenést mutat, mely ismét arra utal, hogy a citrullin jelenléte 6nmagaban nem

elegendé az RA specifikus epitdp szerkezetének kialakitasahoz (23).



Az antigén molekularis jellegzetessegeinek jellemzeése céljabol a peptidek C- és N-
termindlis feldli roviditett valtozatait keszitettlk el.
A 19 tagl alapszekvencia monoszubsztitudlt (csak a 312 pozicioju argint helyettesitve
citrullinra) variansat roviditettik annak N terminalis feloli végérol.
Az igy roviditett 18, 17 és 16 tagu peptidek reaktivitasa csokkent, azonban a 15, de leginkabb a
14 tagUra roviditett epitdp mar ismét ndvekvé reaktivitast adott. Ezt a 14 tagu peptidet C
terminalis fel6li végérol tovabb roviditettilk egészen egy 4 tagu (TCitGR) kis epitoppa. A
peptidek rektivitasa nott a 13, 11,10, 9 tagu peptidek esetén, a legnagyobb reaktivitast az 5
amindsavbol allé TCitGSR szekvencia mutatta, de a csupan 4 tagu peptid is jelentésen
reaktivabbnak bizonyult a 14 tagl monoszubsztitualt szekvenciahoz képest. Ezekbél az
eredmeényekbdl levont kovetkeztetéseink szerinta “ TCitGSR ” motivum kozponti eleme lehet

a RA-es betegek IgG tipusu ellenanyagai altal felismert szekvenciaknak (4).

1.2. Az anti-citrullindlt peptid autoantitestek termel6désének lokalizacidja, a szérumban €és
a synovialis folyadékokban el6fordulé autoantitestek specificitasanak vizsgalata és azok
0sszehasonlitésa.

Szérum és synovialis folyadék minta arokat gyiijtottiink és az azokban el6fordul6 19G
tipust autoantitestek reaktivitasat vizsgaltuk szinetikus peptidek alkalmazasaval. A vizsgalati
minték anti-ciklikus citrullinalt peptid (anti-CCP) IgG tartalmét, RF szintjeit, és total 1gG
szintjeit is meghataroztuk. (Az anti-CCP Elisa kit kutatasaink megkezdését kdveté egy éven
belll kerlt kereskedelmi forgalomba).

A synovidlis folyadékok anti-CCP szintje nem kilénbdzott statisztikailag a szérumokeétol,
azonban, ha az anti-CCP szinteket a total IgG tartalomra vonatkoztatva adtuk meg ( anti-CCP
U/mg IgG egysegekben), ez az értek synovialis folyadékok esetén 1,66 —szor magasabb
értéknek bizonyult. Tehat az anti-CCP specifikus autoantitestek nagyobb hanyadat alkotjak a
synovialis folyadékokban 1évé 1gG antitesteknek, mint a szérum mintaban. Ezek az adatok
6szzhangban allnak egyéb kozlemények redményeivel és egyben megerésitik az anti-CCP
antitestek synoviumban valo termelédését sugallo elmeleteket.

A citrullinal szubsztitualt szintetikus peptid epitopok reaktivitasat vizsgaltuk és
hasonlitottuk 6ssze egyidében vett szérum és synovialis mintakban. Ezekben a vizsgalatokban
nem szubsztitualt peptideket alkalmaztunk kontrol szubsztanciaként. A citrullinalt és kontroll
peptidek reaktivitasat hasonlitottuk 6ssze mind a szérumok (n=20) mind a synovialis
folyadékok (n=20) esetén. Az eredményeket statisztikai analizissel értekeltik. ( Kétmintas és

parositott t proba alkalmazasaval)



Az eredmények azt mutattak, hogy a 12-19 aminosavat tartalmazo epitépok RA specificitasa
kiilénbdz6, amennyiben reaktivitasukat stisztikai analizissel a nem szubsztitualt konroll
petidekhez hasolitjuk.A vizsgalt hasonlé méreti hat kiilonbdz6 citrullinalt varians kdzul harom
szekvencia RA specificitasat sikertlt igazolni a kontroll peptidhez térténd statisztikai
6sszehasonlitas alapjan.

A szérum és synovialis mintak kilonb6z6 peptidekkel mért reaktivitasat szintén statisztikai
analizissel hasonlitottuk 6ssze.

Megallapitottuk, hogy a 12-19 aminosavat tartalmazé epitopok esetén a szérumban és a
synovidlis folyadékban lévé autoantitestek reaktivitasa kozott korrelacio mutathato ki, tehat
ezeket az epitopokat a két mintaban el6fordul6 homogén ellenanyag csalad ismeri fel. A
szérum és synovialis 1gG-k rektivitasa kozott szintén jelentds korrel&cidt kaptunk a roviditett
peptidek esetén. Kiemelkedé szintii korrelaciot igazoltunk a két kompartmentben el6forduld
IgG antitestek reaktivitasa kozott a mar el6z6 pontban bemutatott 4 tagu peptid esetén, mely az
egyik ismert centralis epitop a filaggrin szekvenciaban (6). Ezek a vizsgalatok arra utalnak,
hogy reaktivitasuk tekintetében nagy mertéki homoldgia mutathato ki a szérum és synoviélis
autoantitestek kozott (14).

2. Tovébbiakban az anti-citrullinalt peptid autoantitestek termelédésenek genetikai
héatterét vizsgaltuk

2.1. Ujabb irodalmi adatok a HLA DRB1 genotipus és anti-ciklikus citrullinalt peptid
(CCP) autoantitest termelés kapcsolatatra utalnak.Ismert, hogy a reumatoid arthritis
kialakulasaban genetikai és kornyezeti faktorok szerepe egyarant hangsulyozott. A genetikai
fogékonysag azokhoz az MHC Il molekulakhoz kapcsolhatd, melyek bizonyos, -shared epitop
(SE) néven ismert-, konzervalt aminosav motivumot tartalmaznak. Feltételezett, hogy ezek az
MHC molekulak valamilyen arthritogén peptidet kdtnek, majd azt prezentaljak autoreaktiv T
sejteknek. Citrullinalt fehérjékkel reagald autoantitestek fokozott termelése rheumatoid
arthritisre specifikus jelenség, ezért a deiminalt, citrullinna modifikalt arginint tartalmazo
peptidek ilyen potencialis arthritogén struktarak.

A kutatasi terv célkitiizéseinek megfeleléen megvizsgaltuk, hogy van-e kapcsolat a rheumatoid
arthritises betegek DRB1 genotipusa és anti-CCP antitest pozitivitasa kdzott.
HLA-DRB1*0401 transzgén egér modellben ugyanis igazoltak, hogy bizonyos peptidekben. az
arginin citrullinra torténé cseréje jelenésen fokozott, MHC Il fliggé T sejt proliferaciot valt ki
azaltal, hogy a citrullinalt forméat a SE molekula joval nagyobb affinitassal koti.

131 RA-s beteg adatai alapjan kapott vizsgalati eredményeink szerint a SE hordozdk (n=75,



57,2%) 76,3 %-a bizonyult a-CCP pozitivnak, (n=57)mig SE allél hianyaban (n=65, 42,7%) az
a-CCP gyakorisdga 55%., mely statisztikailag szignifikans kilonbség y2> 0,03.

RF pozitivitas az SE hordozok 81,8 %-aban, a nem hordozé betegek 66,7% -ban mutathatd ki.
Az autoantitest szint atlaga az anti- CCP pozitiv SE hordoz6 betegcsoportban 867 U/ml, az allel
tavollétében 757 U/ml. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az a-CCP antitest gyakorisaga, és
atlagos szintje magasabb a SE-t hordozo betegekben, tehat a HLADR1 allélek és az autoantitest
termelés kozott kapcsolat mutathato ki (9,10,11,15).

2.2.  Tovabbi genetikai és immunszeroldgiai vizsgalatokat végeztiink familiaris rheumatoid
arthritisben. egy 30 tagu csalad kapcsan, ahol a masodik generaciot kepvisel6 ot testver
mindegyike rheumatoid arthritisben szenvedett. Gyermekeik kozul egy fiu esetén RA, egy
ledny esetén SLE volt igazolhat6. A hat RA-s beteg kozul ketté Rf pozitiv , egy beteg anti-
CCP pozitiv volt. Az anti-CCP pozitiv beteg esetén a RA-hez secunder sjogren syndroma
tarsult. Az elveégzett HLA-DR genotipizalas szerint mind a beteg testvérek, mind az egész
csalad esetében a HLA-DRB1*07 éa a HLA-DRB1*15 allélek volta a leggyakoribbak. Egyik
csaladtag sem hordozta a HLA-DR4 genotipust. A HLA-DR1 allélek gyakorisaga a csalddban
26%-0s volt. Irodalmi adatok szerint a sporadikus rheumatoid arthritis kialakulasara a HLA-
DRB1-15 allélek semleges, mig a HLA-DRB1*07 allélek protektiv hatassal birnak. Vizsgalt
csalddunkban a betegek kétharmada ezen alléleket hordozta. A sporadikus rheumatoid
arthritisben a legerésebb prediktivitassal bir6 HLA-DR4 alél megjelenése a csaladbdl teljesen
hianyzik. Ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy a familiaris rheumatoid arthritis patogenezise

komplex, és szamos tekintetben kuldnbozik a sporadikus formaktol (17,18).

2.3 Azanti-citrullindlt peptid specifikus antitest termelés pathomechanizmuséanak
vizsgalata céljabdl két killénbozé klinikai korkép modellben — RA vs polymyalgia rheumatica
(PMR) - hasonlitottuk 6ssze az anti-CCP antitest termlés, és a HLA-DR genotipsok
eléfordulasanak gyakorisagat. A vizsgalatba 65 PMR-s beteget, és 288 RA-s beteget vontunk
be.

Vizsgélataink szerint a 65 PMR-s beteg egyikében sem tataltunk anti-CCP antitesteket, mig a
RA-s betegek 66 %-a volt pozitiv. Mig az RA-val asszocial6 DR1/DR4 gyakorisaga PMR-ban
és RA-ban hasol6 volt, (29,23 vs 29,86%, illetve 38,46 vs 42,36%), a DRB1*0401 szubtipus
PMR-ben szignifikansan kisebb gyakorisaggal fordul el6, mint RA-ban (2,31 vs 9,89%,



p<0,05). Hasoldan alacsony DRB1*0401 gyakorisag volt észlelhet6 az anti-CCP negativ RA
csoportban is. (2,99%) Bér eseteinkben a DR10 pozitiv RA-s betegek valamennyien anti-
CCP pozitivak voltak, két PMR-s beteg is hordozta a DR10 allélt. Az SE epitop gyakorisaga
PMR-ben az RA-hoz hasonlo volt (70,77 vs 74,65%) , mig az anti-CCP negativ RA csoporttal
vald dsszehasonlitasban szignifikansan nagyobbna bzonyult (70,77 vs 49,57%, p<0,005).
Eredményeink szerint PMR-ben az RA-ra hajlamosit6 shared epitop az anti-CCP termelést
kevéshé befolyasolja, ugyanakkor az anti-CCP termeléssel irodalmi adatok szerit
legszorosabb 6sszefliggest mutaté DRB1*0401 allél alacsony el6fordulasa magyrazatat
adhatja a két korkep jellegzetesen eltéré klinikumanak, mely szerint PMR —ben nem alakul Ki

krénikus destruktiv izlleti érintettség (19,21).

2.4 Accitrullin nem esszenciélis aminodsav, a petidkotésben eléfordulo citrullin
posttranszlacids modifikalas soran, peptidil-arginin-deimindz (PAD) enzim hatasara
keletkezik. Irodalmi adatok arra utaltak, hogy bizonyos populaciokban a PAD4 gen
polimorfizmusa és a RA betegség kdzott dsszefliggés mutathato ki.

Megvizsgaltuk, hogy , hogy az azsiai populaciéban leirt PAD4 polimorfizmusai (
padi4_89*G/A, padi4_90*T/C, padi4_92*G/A padi4_104*T/C) a hazai egészséges
egyenekben ill. RA-s betegeinkben milyen gyakorisaggal fordul el6, 6szzefliggésbe hozhato-e
az anti-CCP pozitivitas és a PADI4 haplotipusok megoszlasa..

120 egészséges és RA beteg vizsgalatai alapjan kapott eredményeink szerint a PADI4
haplotipusok megoszlasaban , illetve az egyes SNP-k gyakorisdgaban a magyar RA-s, illetve
kontroll populacid kdzott nem mutathato ki elterés.

Az egyes SNP polimorfizmusok és az anti-CCP pozitivitas, illetve annak szintje kdzo6tt sem
mutathaté ki 6sszefliggés.

Tehat megallapitottuk, hogy hazai populacioban az anti-CCP antitestek megjelenése RA-ben

fuggetlen a PADI4 genetikai valtozékonysagatdl (15).

3. A tovébbiakban az anti-citrullinalt peptid el6fordulasanak gyakorisagat vizsgaltuk
kiilénbdz6 kotészoveti betegségekben. 3650 beteg 4016 szérum mintajabdl végeztink anti-
ciklikus peptid (anti-CCP) antitest meghatarozast. Egyéb autoantitest szerologiai vizsgalatot
(ANA, a-ENA-k, a-DNS) is végeztiink a bekildé klinikusok kérésének megfeleléen. 2945
szérum minta esetén allt rendelkezésiinkre a bekiildé orvos altal feltlintetett irdnydiagnozis. A

munka soran a klinikai hattér felderitésére a klinikusokkal aktiv kapcsolatot létesitettiink.



Az elvégzett rutin szeroldgiai vizsgalatok gyakorlata sordn megallapithato volt, hogy jelentés
szamu minta esetén az anti-CCP autoantitest poztitivitas egyéb, legkilénbdzébb tipusd, és
altaldban mas systemas autoimmun korképere jellemzé autoantites jelenlétével tarsult.. Az
ilyen, komplex tipust serologiai kép Klinikai hatterének vizsgalatat a klinikus kollegakkal
tortént konzultacio soran vegeztik. Megallapitottuk, hogy a vizsgéalt anti-CCP antitest és anti-
nucleéris antitest egyarant pozitiv betegek kozel egyharmadanak (38.5%) klinikai hatterében
rheumatoid arthritis, mig tébbségulk esetén (61,5 %) nem differencidlt arthritis, illetve egyeb
systemas autoimmun betegség allt fenn (12).

A klinikusokkal tortént tovabbi konzultacid soran -az ACR diagnosztikai kritériumok alapjan-
a rheumatoid arthritist 307 esetben igazoltuk , ezek kozott az anti-CCP antitest
eléforduldsanak gyakorisaga megfelelt az irodalomban kdzolt adatoknak (67,8%) (20).
Megallapithato volt, hogy az anti-CCP antitestek eléfordulasara vonatkozo adataink a klinikai
kép alapjan igazolt diagnozisok esetén az irodalomban leirtakkal 6sszhangban allnak,
igazoltak, hogy ezek az autoantitestek kis szazalékban ugyan, de eléfordulhatnak egyéb
reumatolégiai  korképekben is. Az autoimmun betegségek Kklinikai formai megfelel6
diagnosztikus kritériumok alapjan ugyan elkll6nithetéek, bizonyos esetekben azonban a
klinikai kép komplexebb, mely a vizsgalt beteg autoantitest profiljanak eltérésében is

megnyilvanulhat (22).

Kdszonet nyilvanitas:

Az OTKA palyazattal tdmogatott project lehetéséget adott szdmunkra arra, hogy hazéankban
elséként, az Orszagos Reumatoldgiai Intézetben keriiljon bevezetésre és alljon rendelkezésre a
klinikusok szamara is az anti-CCP antitest meghatarozas, mely napjainkban méar a rheumatoid

arthritis rutin szerologiai markeréve valt.

Kérném sziveskedjenek hozzajarulni, hogy a kozlésre beadott publikaciokat, azok elfogadésat
kovetéen potlolag benydjthassuk.

Budapest 2006. februar 28.

Kdszonettel.

Dr Merétey Katalin
témavezet6
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