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1 BEVEZETES

1.1 A rheumatoid arthritis etiopatogenezisének attekintése

A rheumatoid arthritis (RA) autoimmun gyulladasos betegség, mely foként a synovialis
izlileteket érinti. Prevalencidja koriilbelil 0.5-1%. Genetikai ¢és kornyezeti/életmodbeli
tényezok, valamint az autoimmunitas vesznek részt a korfolyamat kialakuldsaban; az
etiologidhoz epigenetikai faktorok is hozzajarulnak.

A genetikai tényezok szerepét kb. 60%-ra becsiilik. Human leukocyta antigének (HLA -
DR) és nem-HLA gének egyarant fontos szerepet jatszanak a RA patogenezisében. Az 1980-
as évek ota ismert, hogy a RA-s betegek tobbségében a II. osztalyu f6 hisztokompatibilitasi
aminosav szekvencia van. A kodold “shared-epitop” (SE) allélek (HLA-DRB1*01, DRB1*04,
DRB1*10) allnak a legszorosabb kapcsolatban a RA-re valé fogékonysaggal. Du Montcel és
munkatarsai ujragondoltak az eredeti SE hipotézist és megalkottak egy 0j klasszifikacios
rendszert, melynek alapja, hogy a RAA szekvencia jelentette hajlamosito tényezot a 70. és 71.
pozicidban talalhatdo aminosavak arnyaljak. Az 1j klasszifikacids rendszer a SE allélokat S1,
S2, S3P ¢és S3D csoportokra osztja 70. és 71. pozicidoban 1évé aminosavak alapjan. Ezek koziil
az S2 és S3P allél hordozasa hajlamosit ciklikus citrullinalt protein elleni antitest (ACPA) -
pozitiv  RA kialakuldsara. A nem-HLA gének koziil a nem receptor tipusil protein-
tirozinfoszfataz 22 (PTPN22) és a TNF-receptor asszocialt faktor 1 (TRAF1) lokuszok
mutatjak a legszorosabb Osszefliggést a - foként ACPA-pozitiv — RA kialakulasaval. Tobb,
mint 30 tovabbi egypontos nukleotid-polimorfizmus (SNP) hozhato Osszefiiggésbe a RA
kialakuldsaval, melyek koziil kiemelendé az IL23R, FCGR, IRF5, CD40, STAT4, PADI4,
CCR6 ¢és CCL21. A HLADRB1, PTPN22 ¢s IL23R SNP-k szerepét magyar RA-s betegeknél is
megerdsitették.

Kornyezeti és életmodbeli tényezOk (dohanyzés, szilikatpor, koffein, cukrozott
uditoitalok [fruktoz], oralis antikoncipiensek, stb.) szintén hozzdjarulnak a RA kialakulasédhoz.
Protein citrullinaciét idézhetnek eld, mely ACPA termelddéshez vezet. A dohédnyzd SE
hordozoknal tapasztalhatd szignifikdnsan magasabb ACPA-pozitiv RA rizikdt magyar RA-S
betegek esetén is megerdsitették; ugyanez a vizsgalat — az els6 kozép-kelet-europai study, mely
a RA ¢és az életmodbeli tényezOk Osszefliggését vizsgalta- nem talalt szignifikdns 0sszefiiggést
az ACPA termelddés és a koffeinfogyasztas, illetve az oralis antikoncipiensek hasznalata

kozott.



A genetikai és kornyezeti/életmodbeli tényezok, valamint az autoimmunités valtjak ki
a synovitist, a RA kozponti gyulladdsos eseményét. Ez igen Osszetett folyamat, melyben
szamos gyulladasos sejt és medidtor vesz részt. A T-sejteknek kulcsszerepiik van a synovitis
kivaltasaban ¢s fenntartdsdban. Ezt alatamasztja az antigénprezentacio, illetve a citrullinalt
autoantigének T-sejtek altal torténd felismerésének genetikai jelentosége. A B-sejteket célzo
terapia hatékonysdga hangsulyozza ezen sejtek jelentdségét a RA patogenezisében. A B-
sejteknek fontos szerepiik van az antitestek, cytokinek €s chemokinek termelésében, valamint
az antigenprezentacioban. A velesziiletett immunrendszer sejtjei koziill a neutrophil
azonban szereplik korantsem egyértelmii: habar proteolitikus enzimek és gyulladasos
mediatorok szekretalasa révén karosithatjak az iziileti struktarat, az iziiletet infiltralo T-sejteket
is karosithatjdk. A RA-s synoviumban nagy szamban vannak jelen makrofagok ¢és
endothelsejtek, az altaluk termelt angiogén mediatorok pedig angiogenesist okoznak. Az igy
megnodvekedett endothelfelszin lehetdvé teszi a gyulladdsos leukocytdk synovialis

A tény, hogy RA esetében a monozigota ikrek konkordancia aranya csupan kb. 15%,
felhivta a figyelmet a génexpressziot szabalyozd, ezaltal a genetikai és kdrnyezeti tényezdket
Osszekapcsold epigenetikai faktorok jelentdségére. A RA-s synovialis fibroblastok szdmos
hypo-, illetve hypermetilalt genomikai régiot tartalmaznak. Az érintett gének tobbsége a matrix
remodellacidban, leukocyta toborzdsban, immunvalaszban és gyulladasban jatszik szerepet.
Egy, a periférias vér mononuklearis sejtjeinek (PBMC) DNS metil4cids profiljat vizsgalo study

soran eltérd metilacids mintazatot talaltak a f6 hisztokompatibilitdsi komplex lokuszok

crer

1.2 A Kklinikai kép — kiilonos tekintettel a kardiovaszkularis szovédményekre

A RA Kkarakterisztikus tiinete a kronikus synovitis, amely hosszu tdvon az iziilet
tonkremeneteléhez vezethet. Ugyanakkor a betegség extraartikuldris manifesztacioi szamos
egyéb szerv, pl. a bor, szemek, tiidok, s6t a kozponti idegrendszer karosodasat okozhatjak.
Ezenkiviil a RA 3-10 évvel roviditi meg a varhat6 élettartamot. A tobblethaldlozas f6 oka a
kardiovaszkularis betegség, melyet foként a — mar a betegség korai fazisaban észlelhetd- RA-
asszocialt atherosclerosis idéz el6. A RA-asszocialt atherosclerosis kialakuldsdban egyarant
fontos szerepet jatszanak a tradicionalis, Framingham rizik6tényezok és a gyulladasos faktorok
(mint az ACPA, immunglobulin M [IgM] tipusu rheumatoid faktor (RF), kering6
immunkomplexek, proinflammatorikus cytokinek és Th0/Th1 T-sejtek).
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A manifeszt atherosclerosist altalaban endothelialis dysfunkcié el6zi meg, mely
klasszikus képalkot6 vizsgalatokkal, mint az arteria carotis intima-media vastagsag (IMT), az
arteria brachialis aramlas-medialt vazodilatacié (FMD) és nitrat-medialt vazodilatacido (NMD)
diagnosztizdlhat6. Ugyancsak megfigyelhetd az artériafal merevségének (stiffness)
fokozddasa, melyet a pulzushullam terjedési sebesség (pulse-wave velocity, PWV) fokozodéasa
jelez. Az IMT vizsgalata az Eurépai Reumatoldgiai Tarsasagok Szovetsége (European Alliance
of Associations for Rheumatology, EULAR) ajanléasai kozott is szerepel, mivel a carotis IMT
jol korrelal a RA aktivitdsaval és fennallasaval, a hagyomanyos rizikofaktoroktdl fiiggetlentil.

Bar RA-ben a szisztémas gyulladasnak van kulcsszerepe az akceleralt atherosclerosis
1étrejottében, a tradicionalis rizikofaktorok ugyanugy jelen vannak, ami megneheziti a kezelést.
Ugyanakkor az alacsony betegségaktivitds mindenképp jotékony hatast az érstatusz

szempontjabol.

1.3  Roviden a rheumatoid arthritis kezelésének sikereirél és kihivasairol

RA-ben nagyon szlik a ,terdpias ablak”, hogy remisszidot vagy alacsony
betegségaktivitast érjiink el, ami ahhoz sziikséges, hogy megeldzziik az iziileti kdrosodast,
funkcionalis fogyatékossagot és kedvezdtlen betegségkimenetelt. Alapvetd fontossagt tehat a
korai diagndzis €s az azonnal megkezdett terapia. Habar tovabbra is a methotrexat (MTX),
mint konvencionalis, szintetikus betegségmodositd szer (csDMARD) jelenti a kezelés alapjat,
az elmult évek soran szdmos biologiai terdpids és célzott szintetikus betegségmodositod szer
(tsDMARD; biologikumok ¢és tirozinkinaz-gatlok) valt elérhetdvé. Egyre tobb bizonyiték szol
amellett, hogy a biologiai terapias szerek nem csak az iziileti gyulladas progresszigjat lassitjak,
hanem jotékony hatissal birnak a szisztémas manifesztaciok és a tarsbetegségek, pl.

kardiovaszkularis betegség kezelésében is.

A terdpias lehetdségek nagymértékii fejlodése ellenére még mindig szamos betegnél
tapasztalunk gyogyszer mellékhatast vagy épp hatastalansagot. A terdpias valasz hatterében
szamos génexpresszids mintazatot azonositottak, pl. a MTX hatasossaganak, illetve
toxicitdsanak hatterében szamos, a gyogyszer celluldris transzportjat, valamint a folat
metabolizmusat meghatarozé gén SNP-at. Szamos SNP-t irtak le egyéb csDMARD-okra,
illetve biologiai terdpias szerekre — fokeént tumor nekrdzis faktor-a (TNF-o) inhibitorokra -
adott valasszal Osszefiiggésben. Ezen kihivasok miatt alapvetd sziikség van Uj terdpidk

fejlesztésére.



Mivel a RA etiopatogeneziséhez epigenetikai faktorok is hozzajarulnak, és — a génmutacioktol
eltéréen- ezek reverzibilisek, komoly terapias lehetdség rejlik benniik. Az Aurora kindzok a
sejtproliferacio szabalyozasaban vesznek részt, inhibitoraik pedig tumorellenes gyodgyszerek.
A szerin/treonin kinaz szupercsaladhoz tartoznak és — a centroszoma képz6dés és kromoszoma
szétvalas kiilonbozo 1épéseinek szabalyozéasa révén — a sejtosztodasban jatszanak fontos

szerepet.

14 Az allatmodellek jelentésége a rheumatoid arthritis kutatasaban

A Huméan Genom Projekt megvaldsitasa oridsi lendiiletet adott a reumatologiai
kutatasnak, azonban a teljes genom asszocidcios vizsgalatok (GWAS) kezdeti, biztatd
eredményei utdn lelassult a folyamat, koszonhetéen a humdn populacido extrém
heterogenitdsanak, a betegség poligénes természetének és annak a ténynek, hogy a legtobb
megerdsitd tanulmanyokat, kiilonbdz0 etnikai csoportok vizsgalatanak eredményeit ¢és
terapiaval kapcsolatos metaanaliziseket publikaltak; az etiologiai dsszefiiggésektdl pedig még

mindig nagyon tavol vagyunk.

A RA egér modelljeinek tanulmanyozasa segithet kitolteni azokat a réseket, melyeket
a human GWAS-k korlatai eredményeztek, mivel itt alaposabb ralatasunk van az autoimmun
T- és B-sejtes valaszra, lehetdvé valik funkciondlis vizsgéalatok végzése és a genom
manipulacidja, valamint potencidlis Uj kezelési eljarasok tesztelése. Bar az allatkisérletek
munka- és iddigényesek, a megfeleld genetikai kombinaciok alkalmazasa segitheti a
betegségre hajlamositd gének felfedezését, akar egyes gének vizsgalatat is lehetoveé teszi.
Ezenkiviil -mivel segitenek jobban megérteniink a betegség folyamatat- hasznos eszkozei

lehetnek az 101, hatékonyabb kezelés fejlesztésének.



2 CELKITUZESEK

Jelen tézis harom vizsgalat eredményeit foglalja Ossze, melyekben a RA hatterének ¢és
kezelésének egyes kérdéseit vizsgaltuk. RA-re hajlamositd gének jelentségét vizsgaltuk
emberekben és megfelel6 allatmodellekben (1. vizsgalat). A RA-s betegek vaszkularis
korfolyamataihoz tarsuld génexpresszids mintazatot tanulmanyoztuk (2. vizsgalat).

Epigenetikus faktorok RA patogenezisében betdltott szerepét vizsgaltuk (3. vizsgalat).

Specifikus célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

1. vizsgalat
RA-re hajlamositdo gének jelentoségének vizsgalata emberekben és megfelelo
allatmodellekben

= Non-MHC rizikdgének attekintése RA-ben ¢és allatmodellek szintenikus

kromoszomarégidiban, kiilonds tekintettel sajat munkacsoportunk eredményeire.

2. vizsgalat

RA-s betegek vaszkularis korfolyamataihoz tarsulé génexpresszids mintazat

tanulmanyozasa

= Kardiovaszkularis szovddménnyel rendelkez6 RA-s betegek genomikus analizise.
= A génexpressziOs profil vizsgalata a biologiai terapiara adott klinikai és vaszkularis

valasszal Osszefliggésben.

3. vizsgalat

Az epigenomot befolyasolo faktorok, kiilonosen az Aurora kinaz A és B expresszidjanak

vizsgalata arthritises egerek és RA betegek immunsejtjeiben

= Arthritishez tarsul6 epigenetikus faktorok azonositasa egerekben és RA-s betegekben.

= Ezen faktorok célzott gatlasdban rejlé 1j terapias lehetdségek felkutatasa.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 1. vizsgalat

3.1.1 Egerek

Evek hossza sora alatt munkacsoportunk tobb, mint 5000 beltenyésztett vad tipust
sziild, kb. 500 F1 hibrid (mindegyik negativ proteoglikan (PG)-indukalt arthritisre (PGIA)) és
3200, 6 féle genetikai keresztezésti F2 hibrid genotipizalasat végezte el, Gsszesen 240
szekvencia hosszisag polimorfizmus (SSLP) marker felhasznalasaval. Célunk PGIA-hez,
illetve kollagén-indukalt arthritishez (CIA) kapcsolodd mennyiségi jelleget meghatarozo
lokuszok (QTL) azonositasa volt az egér genomon beliil. A folyamat soran egy szupressziv
kromoszdmarégio inszercidja tortént egy teljesen fogékony genetikai kornyezetbe. PGIA-re
fogékony BALB/c néstények és rezisztens DBA/2 himek (mindkét tipus MHC H2d-vel
rendelkezik) keresztezésébo6l szarmazd F1 himeket valasztottunk, melyek a kivant DBA/2
eredetli genomikus régioval rendelkeztek, majd ezeket szamos alkalommal visszakereszteztiik
vad tipust BALB/c ndstényekkel, amig az N1-NX generaciok mar elégséges rekombinacidval
rendelkeztek. Az Nx himeket vad tipusi BALB/c ndstényekkel kereszteztiik, hogy az igy
1étrejott Nx+1 himek és néstények keresztezésével 1étrehozzunk egy homozigéta intervallum-

specifikus kongenikus torzset (IVSC).

Az IVSC egereknél ezutan vizsgaltuk az artririsre vald fogékonysagot, a betegség

kialakulasat és sulyossagat, valamint tobb, mint 15 RA szempontjabol relevans biomarkert.

3.1.2 Irodalmi attekintés

F6 célunk az volt, hogy allatkisérleteinknek human relevanciat talaljunk. Ezért a
vonatkoz6 irodalmi adatok attekintése soran Osszevetettiik sajat és az egyéb ragcsaldémodellt
alkalmazo kisérletek eredményeit a human autoimmun betegségekben -féként RA-ben- eddig

azonositott lokuszokkal.



3.2  2.vizsgalat

3.2.1 Betegek

A vizsgalat elso részébe 16 kaukazusi rasszhoz tartozo, bioldgiai terapiaban korabban
nem részesiilt RA beteget (15 nd, 1 férfi) vontunk be. Az atlagos €letkoruk 53.7+5.7 év (42 és
60 év kozott), a betegségiik atlagos iddtartama 10.0+£10.2 év volt (2 és 44 év kozott). A vizsgalat
masodik részében 19, bioldgiai terapidban korabban nem részesiilt RA beteg (18 nd, 1 férfi)
vett részt; az atlagéletkoruk 54.3+4.8 év volt (43 és 60 év kozott), a betegségiik atlagos
id6tartama 12.1+£10.9 év volt (2 és 44 év kozott). Késobb 12 beteg kapott etanerceptet (ETN)
¢s 7 certolizumab-pegolt (CZP). Minden beteg megfelelt a RA EULAR/ACR 2010-es

klasszifikaciods kritériumainak.

Az Osszes vérmintat azutdn vettiik le reggel 8:00 és 9:00 ora kozott a bioldgiai terapia
elsé dozisa el6tt, hogy az alanyok egy éjszakan at, legalabb 12 oran keresztiil ¢heztek. A

betegek gydgyszeres kezelése a vizsgalat soran valtozatlan maradt.

A vizsgalat mindkét részében az alabbi bevalogatési kritériumokat alkalmaztuk: RA
diagnozis; 20 és 60 év kozotti életkor; legalabb két DMARD hatéstalansaga; aktiv betegség
(DAS28> 3.2); anti-TNF terapia naivitas. Kortikoszteroid terapia (prednizon <10 mg/nap)
megengedett volt, feltéve, hogy a dozis a vizsgalat kezdete elott legalabb 2 honapig valtozatlan
maradt. A nem szteroid gyulladascsokkentdk (NSAID) alkalmazasa is megengedett volt, ha
véltozatlan dozisban hasznaltak azokat a vizsgalat kezdete el6tti egy honapban. Minden beteg
10-25 mg/hét dozist oralis MTX kezelésben részesiilt, a MTX dozisanak a vizsgalat kezdete
elott legalabb 4 hétig valtozatlannak kellett lennie. A vizsgalat kizarasi kritériumai voltak a
terhesség; a szoptatas; az aktiv vagy 5 éven beliili malignus betegség; az aktiv fert6z6 betegség;
a RA-t0] eltérd iziileti gyulladas vagy egyéb autoimmun betegség a kortdrténetben; valamint a

dohanyzas.

A betegség aktivitasat a vizsgélat induldsakor, illetve a vizsgélat 2. részében 12
honappal az anti-TNF kezelés megkezdése utan értékeltiik a Disease Activity Score 28

(DAS28) meghatarozasaval.

A klinikai reszponder (cR, illetve cNR) statuszt 12 honapos ETN vagy CZP kezelés
utan itéltilk meg a Van Gestel és munkatarsai altal leirt EULAR terapids valasz kritériumok

alapjan.



Az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga
jovahagyta a vizsgalatunkat (9732-2 2012/EHR). Emellett a Debreceni Egyetem Klinikai
Ko6zpont Regiondlis és Intézményi Kutatisetikai Bizottsaga is jovahagyta a vizsgélati
protokollt. A tanulmany dsszhangban volt a Helsinki Nyilatkozattal. Minden olyan vizsgélatba

vont beteg, aki vérmintat adott, alairta a T4jékoztato ¢s Beleegyezési Nyilatkozatot.

3.2.2 Vaszkularis ultrahangvizsgalatok

Az a. brachialis FMD meghatarozasa a jobb karon, a fossa antecubitalis folott tortént
ultrahangvizsgalattal: 10 MHz linearis transzducer (HP Sonos 5500). A nyugalmi értéket egy
standard hdmérsékletli helyiségben torténd 30 perces pihend utan hatarozta meg a szonografus:
B mod, longitudinalis metszet. Egy eldzetesen 4.5 percen at suprasystolés érték folé fujt
mandzsetta felengedésével reaktiv hyperaemiat idéztiink eld. Felengedést kdovetden 90
masodpercig rogzitettiik a maximalis aramlasi sebességet és az artéria atmérdjét. Az dramlasi
sebességek, a nyugalmi atmérd és a FMD mérése EKG-kapuzassal, offline tortént. Az FMD
értékét a nyugalmi atmérd szazalékos aranyaban adtuk meg (FMD%). Kutatocsoportunk egy
korabbi munkéjaban 5%-0s cut-off értéket hatarozott meg, ezaltal elkiilonitve a magas (normal)
¢s alacsony (koros) értékeket. Jelen munkéank soran is ezt az értéket alkalmaztuk.

Az a. carotis IMT meghatarozéasat egyetlen vizsgalod végezte duplex ultrahang rendszer
(HP Sonos 5500, 10 MHz linearis transzducer) segitségével. B modban, R-szinkron modon
magas felbontasu hosszanti metszeteket vettiink fel mindkét oldali a. carotis communisrol. Az
offline mérések a bulbusto6l 1 cm-re proximalisan, a tavoli falon torténtek. Az IMT-t a lumentdl
szamitott elsé és masodik echogén vonal tavolsdgaként adtuk meg, 10 mérés atlagabol
szamitva, mm-ben kifejezve. Korabbi munkéank sordn 0.65 mm-es cut-off értéket hataroztunk
meg, ezaltal elkiilonitve a magas (emelkedett) és alacsony (normadl) értékeket. Jelen munkank
sorén is ezt az értéket alkalmaztuk.

A PWV-t az aortan automata TensioClinic arteriograph rendszerrel (Tensiomed Kft.,
Budapest) hataroztuk meg a fossa jugularis — symphysis tavolsag és a reflexios 1dd
hanyadosaként. Az arteriograph az a. brachialis feletti nyomashullamot rogziti, 35 Hgmm-es
suprasystolés nyomast alkalmazva. Az eredmények reprodukéalhatdsaga érdekében a mérést 10
perces pihenést kovetden végeztiik. A PWV értékét m/s-ban fejeztiik ki. Rugalmas érrendszer

esetén a PWV ¢értéke alacsony, a rugalmassag csokkenésével az érték novekszik. Korabbi



tapasztalataink alapjan 8 m/s-0s cut-off értéket hataroztunk meg, ahol a 8 m/s alatti érték
alacsony (normal), mig az afol6tti magas (emelkedett).

A vizsgalat 2. részében az egy éves ETN vagy CZP kezelést kovetéen a FMD, IMT ¢és
PWV értékekben bekovetkezett valtozas alapjan meghataroztuk a vaszkularis reszponder
statuszt (VR, illetve vNR). Azokat a betegeket tekintettiik vaszkularis reszpondernek, akiknél
legalabb 20%-os javulas kovetkezett be a FMD, IMT vagy PWV értékben. Akiknél legalabb 2
paraméter esetében tapasztaltunk minimum 20%-os javulést, j6 vaszkularis reszpondernek

(Good Vascular Responder, GVR) tekintettiik.

3.2.3 PBMUC és RNS izolalas

A periférias vérmintakat (10 ml) EDTA tartalmu vérvételi csévekbe (BD Vacutainer
K2EDTA) gytjtottiik. A mononuklearis sejtek szeparalasa Ficoll gradiens-centrifugalassal
tortént, a sejtek teljes RNS tartalmat Trizol reagenssel (Invitrogen) vontuk ki, a gyartd
eléirasainak megfelelden. Az RNS mindségét Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies) segitségével ellendriztilk, minden minta esetében 1.5 és 2.0 kozott volt a
28S/18S arany, az RNS integritasi szam pedig 9 és 10 kozott. A mennyiség meghatarozasa

NanoDrop (Thermo Scientific) hasznalataval tortént.

3.2.4 Microarray vizsgalatok és statisztikai médszerek

Affymetrix GeneChip Human Primeview array-t hasznaltunk 28869 jol ismert lokusz
globalis expresszios mintazatanak elemzésére. 3’IVT Expression Kit-et (Affymetrix), illetve
a GeneChip WT Terminal Labeling and Control Kit-et (Affymetrix) hasznaltuk 250 ng RNS-
minta amplifikdldsdhoz majd jeloléséhez. A mintdkat 16 o6ran at 45 °C-on hibridizaltuk, majd
a szokéasos mosasi protokollt hajtottuk végre a GeneChip Fluidics Station 450 alkalmazasaval,
¢és a mintdkat a GeneChip Scanner 7G-vel (Affymetrix) szkenneltiik.

A mikroarray adatokat a Genespring GX12 szoftverrel (Agilent Technologies)
elemeztiik. Az Affymetrix adatfijlokat az RMA algoritmus segitségével dolgoztuk fel, és
median normalizalast hajtottunk végre. A klinikailag eltérd csoportok kozotti génexpresszios
kiilonbségek azonositdsdhoz statisztikai elemzést végeztiink Mann-Whitney féle U-proba
alkalmazasaval, ahol a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdns kiilonbségnek. Hierarchikus

klaszterezéssel €s fokomponens-analizissel (PCA) vizsgaltuk tovabb a klinikailag kiilonb6z6
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csoportok eltérd génexpresszids mintazatat. A mikroarray adatokat bekiildtiik a Gene
Expression Omnibus (GEO) adatbazisaba (access number: GSE126476).

A génontologiai (GO) elemzést a Cytoscape 3.4.0 szoftver (cytoscape.orq)
segitségével, ClueGO alkalmazassal végeztiikk. A bedllitdisok a kovetkezok voltak: GO
biologiai folyamat, GO immunrendszer folyamat ¢s KEGG emberi betegségek tutvonal;
statisztikai modszerek: kétoldalas hipergeometrikus teszt, valamint Benjamini-Hochberg FDR
kategoriakat p <0,05 és k <0,4 szignifikancia értékek segitségével hataroztuk meg.

A klinikai és a kiilonb6z6 vaszkularis kimenetek kozotti kapcsolatot Pearson-féle

korrelacioval elemeztiik (p <0,05).

3.3 3. vizsgalat

3.3.1 Egerek

Az 1d0s tenyésznOstény BALB/c egereket a National Cancer Institute-tol (NCI,
Frederick, MD) vasaroltuk, és standard protokoll szerint immunizéaltuk Oket PGIA
eldidézéséhez. Roviden: az egereket artrozisban szenvedd, iziiletpotld miitéten atesett betegek
rezekalt térdiziileti porcabol tisztitott PG-nal immunizaltuk. A PG-t intraperitonealisan (i.p.),
Osszesen haromszor (harom hetes 1dokozonként, 100 pg PG core protein/injekcio) injektaltuk
2 mg dimetil-dioktadecil-ammonium-bromid (DDA) adjuvanssal a BALB/c egerekbe. Az
egereket hetente haromszor értékeltiik a végtagokban kialakult iziileti gyulladas silyossaga
szempontjabol; vizualis skala szerint minden egyes mancsra 0-t6l 4-ig terjedd pontszdmot
adtunk, igy az elérheté maximalis arthritis score 16 volt. A VX-680 kezelés iziileti gyulladasra
gyakorolt terapias hatasanak meghatarozasara az iziiletek vastagsagat mértiik mikrokaliper
segitségével. A CIA-t him DBA/1J egerek (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME)
immunizalasaval allitottuk el 100 pg human II tipust kollagénnel (CII) teljes vagy részleges
Freund adjuvansban, a standard CIA protokoll szerint. Mind a PGIA-val, mind a CIA-val
szemben rezisztens DBA/2 egereket (NCI) vagy porc PG-vel vagy Cll-vel immunizaltuk, a
fentiek szerint. A szérummintakat a VX-680-nal végzett kezelés eldtt és a kisérlet végén (a
kezelések 17—18. napjan) gylijtottiik be. Az autoantitestek IgG1 és IgG2a izotipusait (anti-egér
PG) BALBI/c egerek szérummintaiban mértiikk. Az allatkisérleteket az Institutional Animal

Care and Use Committee hagyta jova.
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3.3.2 Betegek

RA betegeket (15 igazolt RA-ben szenvedé beteget, akik kezelésben még nem
részesiiltek €¢s 10 MTX-kezelt RA beteget), valamint egészséges kontroll személyeket vontunk
be a vizsgalatunkba, akik mind aldirtdk a Tajékoztatdo és BeleegyezO Nyilatkozatot. Az
embereken végzett vizsgalatainkat és azok vizsgalati protokolljat a Rush University Medical

Center (Chicago, IL, USA) Institutional Review Board-ja hagyta jova.

3.3.3 PGIA-s BALB/c egerek VX-680 kezelése

A VX-680-nal torténd profilaktikus kezelést a PGIA varhaté megjelenése eldtt hat
nappal kezdtiik meg (az iziileti gyulladas altalaban 9-10 nappal a harmadik PG-immunizalas
utan alakul ki). Az egereket i.p. 40 mg/kg VX-680-nal (Sellekchem, Houston, TX) injektaltuk,
amely a rak kezelésében leirt haté¢kony dozis, és amely nem befolyésolta a peritonedlis lavage
soran gyujtott sejtek életképességét. A VX-680-at dimetil-szulfoxidban (DMSO, 100 mg/ml)
oldottuk fel és 25% izopropil-alkohollal higitottuk. A VX-680-at minden nap beadtuk a kisérlet
elso hetében, majd minden masnap a vizsgalatok végéig, amikor az allatokat ledltiik.

Terapias kezelés céljabol az iziileti gyulladasos BALB/c egereket i.p. 50 mg/kg VX-
680 injekcioval kezeltiik. A kezelés eldtt olyan arthritises egereket valasztottunk ki, amelyek
megkozelitdleg azonos kumulativ iziileti gyulladés pontszdmokkal rendelkeztek (~ 2.5+1.0,
n=8-10). Az egerek az els6 VX-680 kezelést az iziileti gyulladas elsé tiineteinek (vorosség és

a mancsok duzzanata) megjelenése utan kaptak, majd minden masnap, a vizsgalatok végéig.

3.3.4 RNS izolalas, cDNS szintézis és kvantitativ valos ideji polimeraz lancreakcio

Sejteket gyljtottiink az egerek 1€pébdl, csontveldjébdl, valamint az iziileteket drenald
nyirokcsomokbdl a harmadik PG injekci6 utani 17. napon. A 1ép, a csontveld és a nyirokcsomo
sejtek limfocita tisztitas el6tti alikvotjaibol RNS-t izolaltunk. A T- és B-sejteket antitesttel
bevont magnesgyongyokkel tisztitottuk (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Kanada). A
1épsejtek €s a megtisztitott limfocitak alikvotjaib6l RNS-t izoldltunk TRI reagens (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) alkalmazasaval a szeparalast és a tisztitast kovetden azonnal. A teljes
RNS 1 pg-jat hasznaltuk fel a ¢cDNS szintéziséhez iScript kit (Bio-Rad, Hercules, CA)
alkalmazasaval. A kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakciot (QRT-PCR) iQ5 RT-PCR gép

(Bio-Rad) ¢és az SsoFast ™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) alkalmazasaval végeztiik. A
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primereket a PrimerQuest szoftver segitségével terveztik meg, majd az Integrated DNA
Technologies (Coralville, IA) gyartotta le azokat. A qRT-PCR termék specifitdsat a PCR-t
kovetd olvadasi gorbe-analizissel ellendriztilk. A mintdkat triplikdtumként teszteltiik, az
elemzéshez az iQ5 PCR szoftvert hasznéltuk, a normalizalt expresszids valtozasi érték
kiszamitasahoz a ACt modszert alkalmaztuk. A mért Ct értékek normalizalasahoz a B-aktin és
a Gapdh géneket hasznaltuk belsé kontrollként.

A vizsgalatban részt vevd, egészséges személyek és a DMARD-kezelésben nem
részesiilt RA betegek vérmintainak PBMC-jeit Ficoll-gradiensen kiilonitettiik el egy 6ran beliil
a vérvételt kovetden. A szeparalt mononuklearis sejteket az RNS izolalasaig RNAlater®-ben
(Ambion/LifeTechnologies, Grand Island, NY) taroltuk. A cDNS szintézist és a qRT-PCR-t az

egérmintak kapcsan leirtak szerint hajtottuk végre.

3.3.5 PCR array technikak

Emberi (PHS-085) és egér (PMM-085) ,,RT2Profiler ™” PCR array-t (SABioscience,
Fredrick, MD) alkalmaztunk az iziileti gyulladassal Osszefiiggd epigenetikai valtozasok
vizsgalatara, melyhez 84 kiilonb6z6, a kromatin modositdsaban részt vevd enzim
génexpressziojanak valtozasat kovettiik. Az utdbbi vallalat reagenseit hasznaltuk a ¢cDNS

szintéziséhez, és kovettiik a gyarto eldirasait a qRT-PCR esetében is.

3.3.6 Western blot analizis

A Western blot analizishez ugyanazon sejteket hasznaltuk, mint amelyeket a teljes RNS
1zolalasahoz szeparaltunk. A sejteket RIPA pufferben extrahaltuk Protease Inhibitor Cocktail®
segitségevel (Roche, Indianapolis, IN). A fehérjekoncentraciokat a BCA Protein Assay kit ™
(Pierce, Rockford, IL) alkalmazasaval hataroztuk meg. A fehérjéket (30 pg/sav) 8%-0s SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) futtattuk, majd nitrocelluloz membranokra (Bio-
Rad) vittiik at. A membranokat 5% szarvasmarha-szérum albumint (Sigma-Aldrich) tartalmazo
fosztat-pufferolt sooldattal (PBS, pH 7.5) blokkoltuk 1 o6rédn keresztiill, majd primer
antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on egy ¢éjszakan at. A kdvetkezd primer antitesteket hasznaltuk:
nyul poliklondlis anti-Aurora A (ab61114, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag), nyul
poliklondlis anti-Aurora B (#3094, Cell Signaling Technology, Beverly, MA) és egér
monoklondlis (mAb) anti-Gapdh (6C5 klon, Abcam). A peroxidazzal konjugélt szekunder
antitesteket a Santa Cruz Biotechnology-tol (Santa Cruz, CA) szereztiik be. A Western blotokat
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a Plus Western Blotting Substrate (Pierce) hasznalatdval hivtuk el6. A hiszton frakciokat
tisztitott B sejtekbdl allitottuk eld, és 12% SDS-PAGE gélen futtattuk. A foszforilacidval
modositott, valamint a modositatlan H3 hiszton immundetektalasat a fent leirtak szerint
hajtottuk végre. A primer antitestek nyul poliklonalis antitestek voltak a foszforilalt H3 Ser10
hiszton (H.H3-P, ab5176), valamint a modositatlan H3 hiszton (H.H3, ab1791) ellen
(mindkett az Abcam-t6l).

3.3.7 Szovetkultura

Az apoptozissal kapcsolatos génexpresszios vizsgalatokhoz PGIA-val rendelkezd
egerek 1épsejtjeit 24 lyuka szdvettenyésztd plate-eken tenyésztettiik 3 napig Dulbecco féle
modositott Eagle-mediumban (DMEM) melyet 10%-0s magzati szarvasmarha-szérummal
(FBS) egészitettiink ki. A sejteket 60, 300, illetve 1500 nM VX-680-nal, vagy DMSO-val
kezeltiik. RNS-t naponta izolaltunk a kezelt Iépsejtekbol a kdvetkezd harom napon. A p53 és

Puma gének expresszids szintjét qRT-PCR alkalmazasaval mértiik.

3.3.8 Aramlasi citometria

Az egerek 1épébdl, nyirokcsomdibol vagy csontveldjébdl izolalt T- és B-sejteket
tobbszinli aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Roviden Osszefoglalva, 106 sejtet oltottunk
lyukanként 96 lyukt U-feneki plate-ekre (BD Falcon), majd az Fc-receptorokat anti-CD16/
CD32 mAb-vel (BioLegend, San Diego, CA) 15 percig 4 °C-on blokkoltuk. A mintakat
fluorokrommal konjugalt egér CD3, CD19, aktiv kaszpaz 3, IgM, IgD és CDI138 elleni
monoklondlis antitestekkel (BioLegend vagy BD Biosciences, San Diego, CA) inkubaltuk 100
ul aramlasi citometria festé/mosé pufferben (0.1% szarvasmarha-szérumalbumin PBS-ben,
0.1% NaN3-dal), 30 percig, sotétben, 4 °C-on. A sejteket kétszer mostuk €és ugyanazon a napon
vizsgaltuk. Az adatgylijtést és elemzést egy FACS Canto II dramlasi citométerrel, HTS
modullal és FACS DIV A szoftverrel (BD Flow Cytometry Systems, San Jose, CA) végeztiik.
A kezdeti kapuzast limfoid sejteken végeztiik (az eldre iranyuld/oldaliranyt széras (FSC/SSC)
alapjan). A CD19 pozitivitas alapjan hataroztuk meg a teljes B-sejt szamot, a CD3 pozitivitas
alapjan pedig a teljes T-sejt szamot. Az intracellularis kaszpaz 3-at Cytofix/Cytoperm-rel (BD
Biosciences) végzett permeabilizalas utan detektaltuk. A B-sejtek alcsoportjait anti-CD19,
anti-IgM és anti-IgD monoklonalis antitestekkel (B1 és B2 sejtek) vagy anti-CD19 és
antiCD138 mAb-kkel (plazmablasztok/plazmasejtek) torténd egyiittes festés utan elemeztiik.
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3.3.9 Statisztikai elemzés

Deskriptiv statisztikai modszereket alkalmaztunk a csoportok atlaganak és az atlag
standard hibajanak (4tlag = SEM) meghatarozasdhoz, hacsak masképp nem jeleztiik. Két
csoport kozotti kiillonbséget Student féle kétmintds t-probaval vizsgaltuk. Amikor nem
parametrikus eloszlast észleltiink (pl. az emberi mintak esetében), akkor a Mann-Whitney féle
U-probat hasznaltuk az csoportok 6sszehasonlitasdhoz. A P < 0.05-t tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.
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4 EREDMENYEK

4.1 1. vizsgalat

4.1.1 Megfelelo genomi lokuszok RA-ben és annak ragesalomodelljeiben

Mi és mas kutatdcsoportok eddig 29 PGIA-asszocialt és 40 CIA-asszocialt lokuszt
azonositottunk egerekben, valamint néhany megfelelé QTL-t patkanyokban. Attekintettiik az
egér genom vizsgalatok sordn azonositott QTL-k koziil azokat, melyek megfelelnek a
metaanalizisekkel igazolt f6 RA rizikdgének valamelyikének, és kivélasztottunk koziiliik kettot
tovabbi vizsgalatok céljara: Pgia26/Cia5/mCia2l/Eae3 a 3-as egérkromoszoman, mely az
emberi 1-es kromoszéman 1évé PTPN22/CD2 lokusznak; Pgia2/Cia2/Cia3 a 2-es
egérkromoszoman, mely az emberi 9-es kromoszoéman 1évé TRAF1/C5 lokusznak felel meg.
A kivalasztott egerekbdl IVSC-t hoztunk 1étre, a tobbi kongenikus és szubkongenikus torzset

krioprezervaltuk.

A betegségre fogékony ¢és betegséggel szemben ellendlldo IVSC egerek megfeleld

crer

Ezek arthritissel vald kapcsolata korabban nem minden esetben volt ismert, azonban kivétel
nélkiil ismert humin RA rizikogéneknek megfeleld lokuszok kozvetlen kozelében

helyezkedtek el.

Vizsgélatunk eredményei alapjan elindult ezen gének és megfelel6 human DNS mintdk

nagy teljesitményli szekvenciaanalizise.

4.2 2.vizsgalat

421 A normal és patologias érstatuszii betegek génexpresszios profilja kozotti

kiilonbségek

A 16 betegbdl 11-nek volt alacsony (<5%), 5-nek pedig magas (>5%) FMD értéke.
Szintén 11 betegnek volt alacsony (<0.65 mm) és 5-nek magas (>0.65 mm) IMT értéke. Kilenc
betegnek volt alacsony (<8 m/s), 7-nek pedig magas (>8 mm/s) PWV ¢értéke.
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Ketté up-regulalodott és 12 down-regulalédott gént talaltunk a koéros FMD-vel
Osszefiiggben. A CD74 és ZNF718 voltak up-regulaltak, a FOLR3, ADM, HP, DSC2, ANXAS3,
LILRA5, PLSCR1, AKAP12, VNN2, TCN1, HDC és NFIL3 pedig down-regulaltak.

Osszesen 62 gén volt up- és 129 down-regulalt a magas IMT-vel rendelkezé betegeknél,
a normal értéket mutatokhoz viszonyitva. Tobbek kozt a GOS2, NRGN, ITGA2B, C3, FLNA,
IRF5, ABCC3, CAPNS1, IL2RG, CCL4L1, ACTN1, HLAB, HLAC, TNFAIP3 és MYO1G voltak
up-regulaltak. Down-regulédltak voltak a PPP1CB, HLADRB4, IFNGR1, LRRN3, CCR2,
CD46, IFI44L, IFIT1, TLR10, CD164, IFIT2, SMAD4 ¢és SGPP1.

Osszesen 32 gén mutatott eltérd expressziot az emelkedett PWV értékii betegeknél a a
normal értéket mutatokhoz viszonyitva. Ezen valtozasok tobbsége kismértékii volt, csupan 2

gén esetében volt legalabb 2x-es kiilonbség: a HLAB/HLAC up-, a LRRN3 down-regulalodott.

4.2.2 A klinikai és vaszkularis valasz kozotti osszefiiggés anti-TNF kezelést kovetoen

A 2. vizsgalat 2. részében 13 beteg bizonyult klinikai reszpondernek, 6 pedig
nonreszpondernek. 10 beteg volt FMD-20% reszponder, 9 IMT-20% reszponder és 8 PWV-
20% reszponder. Nyolcan értek el >20% javulast a harombol legaldbb 2 paraméterben, koziiliik
oten mindhdromban.

A kezelésben részesiilt betegek klinikai és vaszkularis reszponder statuszat is
Osszehasonlitottuk: az IMT valasz konzekvensen korrelalt a klinikaival (R=0.418, p=0.075). 8
FMD, 8 IMT ¢és 6 PWV reszponder, valamint 7 GVR volt klinikai reszponder is. Ezzel
szemben 4 FMD, 5 IMT, 4 PWV és 5 globalis vaszkularis nonreszponder bizonyult klinikailag

is nonreszpondernek.

4.2.3 A Kklinikai és vaszkularis reszponderek kiindulasi génexpressziés mintazata eltér

a nonreszponderekétol

A kiindulasi génexpresszios vizsgalat cask 5 olyan gént talalt (HLADRB4, TMEM176A,
TMEML176B, IF144 és PLSCR1), melyek szignifikansan (>2x) up-regulaltak voltak a cR
betegekben a cNR-kel 6sszehasonlitva (p<0.05). Szignifikdnsan down-regulalt gént nem
talaltunk.

Az FMD-20% reszponder statusz egyetlen gén (NEFL) szignifikdns (=2x) up-

~~~~~~~~

Az IMT-20% reszponder statusz 18 gén (pl. kiilonféle immunoglobulin és HLA gének,
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TNFRSF17, CD74, FCRL5, CD79A, IFITM3) up-regulacidjaval és 12 gén (pl. CXCL5, ITGB3,
NEFL) down-regulacidjaval tarsult. A PWV-20% reszponder statusz 3 gén (IFNG, JUN és
CCLA4L1/L2) up-regulaciojaval és 5 gén (HLAC, GNB4, NRG1, NEFL és FKBP5) down-
immunoglobulin gének, SCN3A, CD79A és FCRL5) up-regulacidjaval és 2 gén (NEFL és
CES1/CES1P1) down-regulacidjaval tarsult.

4.2.4 Az eltéro expressziot mutaté gének halézati elemzése

Mivel az IMT-reszponder statusz esetén kellden nagyszamii gén mutatott eltérd
expressziot, ugy dontottiink, hogy a GO analizist elvégezziik az IMT-asszocidlt géneken, az
FMD- és PWV-asszocialtakon viszont nem. A GO analizis célja a legalabb 2x-es mértékdi up-
vagy down-regulaciot mutatdé gének funkcionalis kategoridkba torténé besorolasa volt. Az
eltérd expressziot mutatdé IMT-asszocialt gének feliilreprezentalt funkcionalis kategoridi
tobbek kozott ezek voltak: az immunvalasz pozitiv regulacidja, a Golgi vezikula leflizédése,

valamint a gliikoz transzport szabalyozésa.

4.3 3. vizsgalat

4.3.1 Kromatin médosité enzimek betegségasszocialt génexpresszié-valtozasai iziileti

gyulladasban szenvedé egerekben valamint RA-s betegekben

Az izileti gyulladas patogenezisében szerepet jatszd kromatin moédositd tényezok
azonositasdhoz 84 gén expresszidjat elemeztiik, amelyek olyan kulcsfontossagii enzimeket
kodolnak, amelyekr6l ismert, hogy specifikus kromatin-modositok. PCR array-t alkalmaztunk
a génexpresszid valtozasainak kimutatasara. Az RNS mintak PGIA ¢és kontroll egerek
1épsejtjeibdl szarmaztak. Analog PCR array-t hasznaltunk az identikus humén gének
expressziojanak vizsgalatara, DMARD-naiv RA betegek PBMC-bdl tisztitott RNS-mintainak
felhasznalasaval.

Vizsgalatunkban 6 gén expresszidjaban 2.58-4.44-szeres novekedést detektaltunk, 9
pedig 2.15-4.60-szoros downregulaciot mutatott PGIA-s egerekben. A fent emlitett gének

koziil az Aurora kindz A-t és B-t valasztottuk tovabbi elemzésre, mivel a vizsgéalatunkban
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azonositott gének koziil ez a két kinaz volt a legjobban dokumentalt az irodalomban. Mindkét
gén expresszioja tobb, mint 2-szeres ndvekedést mutatott az 0sszes vizsgalt alanynal.
(AURKA, AURKB, ESCO2 ¢és NEKG6) szintén fokozott expressziot mutatott az indukalt akut

iziileti gyulladasban szenvedd egerekben.

Az adatokat gRT-PCR-rel ellendriztiik, amely mindkét Aurora kinaz 2.8—4.2-szeres (P
szuppressziot mutatott RA-s betegeknél egészséges kontroll személyekhez képest, és koziiliik

kett6 (HDACL és SETDB?2) szintén downregulalt volt PGIA-s egerekben.

Vizsgalatunk soran azt tapasztaltuk, hogy az alacsony dozisi MTX-tal kezelt

betegekben mindkét Aurora kindz expresszioja szignifikansan csokkent volt.

Annak a kérdésnek a tisztdzasara, hogy mely sejttipus(ok) mutatnak modosult Aurora
kindz expressziot iziileti gyulladasban, a PGIA-s egerek Iépsejtjeibdl T- és B-limfocitdkat
izolaltunk, és igy az egyes limfocitatipusokon megismételve a vizsgalatot azt talaltuk, hogy a
T-sejtekben volt alacsonyabb az expresszid szintje. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
mononukledris sejttipusok koziil a B limfocitak jelenthetik az Aurora kindzok fokozott
expressziojanak forrasat iziileti gyulladasban. Tovabbi kisérleteink azt mutattak, hogy mindkét
enzim génjének expresszidja szignifikdnsan emelkedik a PGIA-s egerek csontveldjében, de a

nyirokcsomokban nem.

4.3.2 A hiszton H3 Aurora kinazok altali foszforilacidja iziileti gyulladasban

A hiszton H3 foszforilacidja kromatin kondenzéciot és azt kdvetd mitdzist okoz, amely
megnovekedett B-sejt aktivitast eredményezhet iziileti gyulladasos egerekben. Western blot-
analizist végeztiink egér B-limfocitdkbdl szarmazd tisztitott sejtlizatumokkal ¢€s kinaz-
specifikus antitestekkel, hogy megvizsgaljuk, az Aurora kinazok fokozott expresszioja egytttal
magasabb fehérje-szintet is eredményezett-e. Megallapitottuk, hogy a kinaz-specifikus jelek az
artritises egerekben erdsek, mig a kontrollcsoportban szinte kimutathatatlanok voltak. Az a
tény, hogy az Aurora kinaz A és B szelektiven foszforilaljak a H3 hisztont a 10-es szerinen,
lehetdvé teszi e kindzok enzimatikus aktivitdsdnak értékelését. Megallapitottuk, hogy a 10-€s
szerin foszforilacios szintje legalabb 7-szer magasabb volt az iziileti gyulladdsban szenvedd

egerekben a kontroll allatokhoz képest.
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43.3 Az Aurora kinizok megniovekedett expresszioja arthritis-specifikus, és a

polyarthritis akut fazisaval mutat osszefiiggést a RA allatmodelljeiben

Korabbi kisérleteink nem tudtak tisztazni a kérdést, hogy vajon az Aurora kinazok
expressziojanak ezen valtozasai specifikusak-e az iziileti gyulladassal 0sszefiiggd limfocita-
aktivaciora, vagy sem. A BALB/c egér torzs nagyon fogékony a PGIA-ra és rezisztens a CIA-
val szemben (megjegyzendd, hogy a Cll-vel végzett immunizalas immunreakciot valthat ki
ezekben az egerekben); mig a DBA/1J egér torzs érzékeny a CIA-ra és ellenallo a PGIA-val
szemben. A BALB/c egerek human PG-vel vagy Cll-vel torténé immunizalasa utan az Aurora
kindz A és B expresszios szintjét qRT-PCR alkalmazasaval mértiik. Bar a CII els6 injekciojat
kovetden mindkét Aurora kinaz kozepesen megnovekedett expresszids aranyat tapasztaltuk, a
kés6bbi immunizacidk mar nem valtoztattdk meg az expresszid szintjeit, amelyek a hetedik
hétre egymas utdn visszatértek az alapszintre. Az expresszios mintazat jelentsen kiilonbozott
a PG immunizalds esetén, amely az Aurora kinaz expresszidjanak fokozatos ndvekedését
valtotta ki. Az expresszios szintek az iziileti gyulladas kezdetén voltak a legmagasabbak.

A CIA modell DBA/1J egerekben megerdsitette az Aurora kindz ezen expresszios
mintazatit. Ahogy az egereknél fokozodtak a CIA tiinetei, ezzel parhuzamosan mindkét
Aurora kinaz transzkriptum-szintje fokozatosan emelkedett.

Végil kiprobaltuk, hogy a PG immunizalas képes-e stimulalni az Aurora kindzok
expressziojat PGIA- és CIA-rezisztens DBA/2 egerekben. Annak ellenére, hogy az expresszid
enyhe novekedését észleltiink, ez szignifikansan alacsonyabb volt, mint ami a PG-vel, vagy
Cll-vel immunizalt BALB/c egereknél volt detektalhato.

Osszességében az Aurora kindzok expresszidjanak folyamatos ndvekedését
tapasztaltuk az iziileti gyulladds megjelenés€ig, vagy kozvetleniil az iziileti gyulladas
megjelenése eldtti idOpontig, amikor a csucsexpressziot észleltiik. A betegség kronikus

fazisdban azonban az expresszid alapszintre csokkent.

4.3.4 PGIA-s egerek profilaktikus és terapias kezelése az Aurora Kkinaz inhibitor VX-
680-nal

A VX-680 mindkét Aurora kinaz specifikus gatloja, amely - poliploiditast okozva -
végiil apoptotikus sejthalalhoz vezet.

A VX-680 hatasat eldszor az artritises BALB/c egerekbdl izolalt 1épsejtkultaran
vizsgaltuk. 300 uM VX-680 az apoptdzist eldsegitd p53 transzkripcios faktor és a Puma gének

megnovekedett expressziojat okozta, melyhez a 1épsejtek csokkent életképessége tarsult.
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Kovetkezé kisérletiinkben azt vizsgéltuk, hogy a VX-680 vajon képes-e
megakadalyozni az iziileti gyulladas kialakulasat PGIA egerekben. 6-7 nappal az iziileti
gyulladas varhaté megjelenése elott kezdtiik beadni a VX-680-at, és a kisérlet végéig folytattuk
a kezelést. A qRT-PCR ¢és a hiszton foszforilacids vizsgalatok azt mutattak, hogy a VX-680
kezelés csokkentette mind a két Aurora kindz expresszidjat, és azok aktivitasat is. Az 6ssz B-
sejtszam (CD19 +) is szignifikansan csokkent a kezelt allatokban (49.2+1.3% -rol 38.44+2.8%
-ra; P=0.0044).

A PGIA-szel szembeni terapias potencial értékeléséhez megkezdtiik a VX-680 (vagy
vivéanyag, mint placebo) beadasat az iziileti gyulladas elsé jeleit kdvetden, amit minden
masnap folytattuk a kisérlet végéig. A periférias iziiletek duzzanata szignifikansan csdkkent a
VX-680-nal kezelt allatokban a kontroll csoporthoz képest. A vizsgélataink igazoltdk az

foszforilaciojat.

A terapias kezelés végén (11. nap) megndvekedett szamu aktiv kaszpaz 3+ B-limfocitat
detektaltunk, ami arra utal, hogy a VX-680 apoptotikus eseményeket indukalt a B-
sejtekben. Osszességében az apoptotikus CD19+ sejtek szama 4.66+1.88% -rol 28.57+3.5% -
ra (P=0.00048) nétt, és a B-sejtek abszolut szama 30% -kal kisebb volt a VX-680-tal kezelt
allatokban (47+5.4%) a kontrollcsoporthoz képest (76.9+2.2%) (P=0.0068). Az intracellularis
aktiv kaszpaz 3+ B limfocitak (de nem a T-sejtek) aranya megemelkedett a VX-680-tal kezelt
egerek 1épében. Kimutattuk a B-sejtek szamanak csokkenését (mind a B1 [IgM magas/IgD
alacsony], mind a B2 [IgD magas/IgM alacsony] alcsoportokban) a 1épben ¢és a csontveldben,
de a nyirokcsomokban nem. A CD19+CD138+ B sejtek (antitestet szekretald plazmablasztok

¢s plazmasejtek) aranya azonban nem csokkent.
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5 MEGBESZELES

5.1 1. vizsgalat: RA-re hajlamosito gének jelentéségének vizsgalata emberekben és

megfelel6 allatmodellekben

Az allatmodellek oriasi jelentéséggel birnak a RA etiopatogenezisének és kezelésének
tanulmanyozasa szempontjabol, igy érthetd, hogy sok tipusuk van, azonban tudataban kell
lenniink a koztiik 1évo kiilonbségeknek. Genetikai és klinikai szempontbol a PGIA és CIA
hasonlit leginkabb a RA-re. A PGIA-ban jellemz6 a RF és ACPA pozitivitds, ami miatt a
szeropozitiv RA modelljének tekinthetd, mig a CIA egy szeronegativ RA modell. Ahhoz, hogy
kisérleteinkhez 1étrehozzuk a megfeleld kongenikus és szubkongenikus tdorzseket, MHC-
illesztett, arthritisre fogékony ¢és arthritisszel szemben ellendllo egereket hasznéltunk, hogy az
MHC dominéns hatésat kikiiszoboljiik.

A 3-as egérkromoszoéman talalhaté Pgia26/Cia5/mCia2l/Eae3 (az emberi 1-es
kromoszoéman 1évé PTPN22/CD2-nek felel meg) és a 2-es egérkromoszoman talalhatod
Pgia2/Cia2/Cia3 lokusz (az emberi 9-es kromoszoman 1évé TRAF1/C5-nek felel meg)
részletes vizsgalata soran sikeriilt néhany génmutéciot azonositani, melyek egy részét korabban
nem hoztak kapcsolatba arthritisszel. Azonban nem csupdn a genomi egyezés, hanem a
megegyez0 funkciondlis hiba azonositasara is sziikség van ahhoz, hogy ezen géneknek a RA
kialakulasaban betoltott szerepét megerdsithessiik.

Munkankat nagy teljesitményii szekvenciaanalizissel folytattuk, szem el6tt tartva, hogy
a miénk csak egyetlen a szamos lehetséges mod koziil, mely lehetévé teszi a RA-hez tarsuld

genetikai eltérések azonositasat.

5.2 2. vizsgalat: RA-s betegek vaszkularis korfolyamataihoz tarsulé génexpresszios

mintazat tanulmanyozasa

Ismert, hogy a RA akcelerdlt atherosclerosissal, valamint megndvekedett
kardiovaszkularis morbiditassal és mortalitassal jar. HLA és nem-HLA gének egyarant
allhatnak a RA-re és az atherosclerosisra vald hajlam hatterében, valamint a kdzos genetikai
rizikotényezok szerepe is felmeriilt a két korkép esetében. Bar egyes SNP-ket -HLA-DRB1 ¢és
nem HLA - taldltak a RA-el6idézte atherosclerosis hatterében, korabban egyetlen komplex

genomikai study sem vizsgalta a RA kardiovaszkularis korfolyamatait. Ugyszintén nem
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vizsgaltdk az anti-TNF kezelés vaszkularis funkciokra gyakorolt hatasat RA-ben. Ezért
folytattunk egy pilot study-t, melyben klinikai adatokat, vaszkularis korfolyamatokat vetettiink

Ossze a génexpresszids mintazattal.

Eltér6é regulacidés mintazatot taldltunk mind a vaszkularis patologiaval, mind pedig a
TNF-gatlokra adott klinikai és vaszkularis valasszal 6sszefliggésben. Korabban tobb - HLA-t,
proinflammatorikus cytokineket, autoimmunitashoz és gyulladashoz kapcsolédod molekulakat
kodold géneket érintd- SNP-t azonositottak a RA-eldidézte atherosclerosis hatterében, sajat
tanulmanyunk is hasonl6 eredményt hozott. Korabban viszont nem tortént komplex genomikai
vagy genetikai vizsgalat biologiai terapiaban részesiilo betegeken, melyhez eredményeinket
hasonlithattuk volna.

Koros (alacsony) FMD-vel rendelkez6 betegek esetében néhany, kéros (magas) IMT-
ju betegek esetében tobb gén mutatott eltérd expressziés mintazatot. A >2x-es valtozast
tekintettiik szignifikdnsnak. Koros (alacsony) PWV-jli betegek esetében 1 gén szignifikans up-
MHC-asszocialtak voltak, de akadtak koztiik cytokin, adhézids molekula, integrin és interferon
gének is.

Vizsgalatunk 2. részében 19 RA-s beteg részesiilt TNF-gatlo kezelésben (ETN vagy
CZP) 1 éven at. 13 mutatott klinikai javulast az év elteltével, de koziiliikk csak 10 beteg esetében
volt 6sszhangban a klinikai és barmilyen vaszkularis valasz. A klinikai valasz minddssze 5 gén
IMT-reszponderekben, de nagyon kevés gén korrelalt az anti-TNF terdpiara adott FMD, PWV
vagy GVR vialasszal. Itt az eltérd expresszids mintazat f0ként az immunoglobulin és HLA
gének esetében volt megfigyelhetd, az egyeb érintett gének kozott voltak cytokin, chemokin és
interferon gének.

Vizsgalatunk elsd részében 2 vanin gén (VNN1, VNNZ2) is eltérd expressziot mutatott.
Ezek szerepe korabban felmeriilt bizonyos autoimmun betegségek ¢és atherosclerosis
hatterében all6 vaszkularis folyamatok ¢€s fibrosis esetén, de a RA patogenezisében betotott
szerepiik ismeretlen.

Szamos interferon gén (pl. IFI144, IFIT1, IFITM3, IRF5) mutatott eltérd expresszios
mintdzatot vizsgalatunk mindkét részében. Koziilik az IRFS5 kapcsolata ismert a RA

kardiovaszkularis szovédményeivel.
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A neurofilament konnyt lanc (NEFL) gén szignifikans korrelacidt mutatott az FMD,
IMT, PWV ¢s GVR valaszokkal. A neurofilament fehérjék kapcsolata az SLE idegrendszeri
manifesztacioival ismert, ezenkiviil a RA-s synovialis cytoskeletonban is kimutathatok.

A leucinban gazdag ismétldd6é neuronalis fehérje 3 (LRRN3) génexpresszioja eltérd
volt koros IMT-vel ¢s PWV-vel rendelkezd RA-soknal. A leucinban gazdag ismétlddo
kinazoknak (LRRK) az oregedésben, illetve kiilonféle megbetegedésekben (RA, egyéb
arthritisek, neuroinflammacio) van szerepiik.

A protoonkogén JUN gén eltérd expresszidjat észleltik FMD-20% és PWV-20%
valasznal. A Jun, c-Jun N-terminalis kinaz (JNK) és a RA, illetve atherosclerosis patogenezise
kozti kapcsolat régota ismert.

Az itt felsoroltak csak néhany példat szolgaltatnak arra, hogy bemutassak az eltérd

expresszioju gének RA-ben és egyéb autoimmun betegségekben betoltott szerepét.

5.3  3.vizsgalat: Az epigenomot befolyasolé faktorok, kiilonésen az Aurora Kindz A és

B expresszidjanak vizsgalata arthritises egerek és RA betegek immunsejtjeiben

A RA vonatkozéasaban végzett korabbi epigenetikai vizsgalatok nagy részét synovialis
fibroblastokon végezték. Ezen vizsgalatok megallapitottak, hogy DNS-hipometilacio és
bizonyos hisztonmddositok megndvekedett expresszidja jellemzi ezeket az aktivalt synovialis
sejteket. Ezek a hisztonmodositok fokozzdk a proinflammatorikus cytokinek termelését,
valamint serkentik az immunkompetens sejtek bejutasat a synoviumba. Tanulmanyunkban az
arthritis-specifikus expresszios valtozasokat vizsgaltuk indukalt iziileti gyulladasban szenvedd
egerekbdl és RA betegekbdl izolalt mononuklearis sejtekben. 14 olyan gént talaltunk, melyek
expresszioja szignifikansan novekedett, vagy csokkent az 9sszes vizsgalt RA beteg esetében.

Elészor azonositottuk az 0sszes olyan kromatin modosité enzimcsaladot, amelyek
szerepet jatszhatnak az autoimmun iziileti gyulladasban. Ide tartoznak a hiszton kinazok
(AURKA, AURKB és NEKG®6), acetiltranszferazok (ESCO2 és KAT2B), deacetilazok (HDAC1
¢s HDAC11), metiltranszferazok (SETD6, SETDB2 ¢s PRMTG6), demetildzok (KDM5C és
KDMG6-B) és a proteindegradaciot eldsegitd ubiquitin ligazok (DZIP3 és UBE2B). Ezek koziil
szamos gén rendelkezik olyan enzimtermékekkel, amelyek olyan aktivalo vagy represszald
funkciéval rendelkeznek, mellyel képesek modulalni az NF-kB transzkripcids faktor
aktivitasat. Mivel ismert, hogy a RA-t szamos NF-kB altal regulalt proinflammatorikus cytokin
szabalyozza, ezért realisan meriilt fel ezen gének szerepe RA-ben. Példaul a H.H3-P fontos

epigenetikus szigndl az NF-kB szdmos cytokin gén promoteréhez torténd rekrutalasa
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szempontjabol. A SETD6, amely az NF-kB utvonal ismert negativ szabalyozodja, az iziileti
gyulladasban down-reguldlt. A SETD6-nak az iziileti gyulladas patogenezisében jatszott
jelentdségét tdmasztja ald az a tény, hogy kolcsonhatasba 1éphet a NEK6-tal és az Aurora
kindzokkal, amelyeket iziileti gyulladast elésegitd génekként azonositottunk. Mas gének, mint
a HDAC11 és a KDM6B, masképpen befolyasolhatjak a gyulladasos utvonalakat. A HDAC11
fokozott expresszidja elnyomja a gyulladasgatld IL-10-et, erdsitve az antigén-prezentaciot,
ezaltal jelentds szerepet jatszik az autoimmunitas kialakuldsdban. A KDMG6B eliminalja az erds
repressziv epigenetikus transzkripcids jeleket (azaz a hiszton H3 K27 tri-metilaciot), fokozott
expresszioja a makrofag aktivacidban jatszik szerepet.

Bar az 6sszes fent emlitett enzimet elsdsorban hisztonmodositonak tekintik, szamos
tanulmany szerint mas intracellularis fehérjéket is megcélozhatnak. Példaul a NEK6 képes
foszforilalni a STAT3 transzkripcids faktort, amelyrdl ismert, hogy szerepet jatszik az IL-6
cytokincsalad indukcidjaban. Ezért a célgének azonositdsa, valamint az egyes enzimek kozotti
komplex szabalyozd halozat feltardsa feltétleniil sziikséges az iziileti gyulladas epigenetikus
komponenseinek teljes megértésé¢hez. Munkank megtette az elsé 1épéseket ebben az iranyban.
Kimutattuk - a RA kiilonb6z6 egérmodelljeinek alkalmazasaval -, hogy az Aurora kinazok
fokozott expresszidja nem része a limfocitak fiziologas aktivacidjanak és differencidlodasanak,
hanem kifejezetten specifikus az iziileti gyulladdsra. Noha az egerek T-sejtjeiben és B-
sejtjeiben egyarant megnovekedett az Aurora kinazok expresszidja, a B sejtekben kortilbeliil
kétszer akkora expressziot észleltiink, ami arra utal, hogy a patologikus mértékben fokozott
Aurora kinaz expresszio6 a B sejtekre jellemz6. Az Aurora kindzok a hiszton H3
foszforilacigjaval fokozzak a B-sejtek aktivitasat az iziileti gyulladasban szenvedd egerekben.
Az Aurora kindz A és B expresszios szintje az immunizalast kovetden az iziileti gyulladas
kezdetéig fokozatosan emelkedett, akkor érte el a csucsértékét, mely értéken atmenetileg
platézott, majd cs6kkenni kezdett. Egyes NF-«kB 4ltal kontrollalt gének szabalyozasaban vald
részvételiik miatt észszerli az a feltételezés, hogy az Aurora kindzok jelentds szerepet
jatszhatnak az iziileti gyulladas patogenezisében.

A specifikus Aurora kindz inhibitorral, a VX-680-nal végzett profilaktikus kezelés
késleltette az arthritis kifejlodésének kezdetét, a terdpias alkalmazds pedig jelentdsen
csokkentette az iziileti gyulladas sulyossagat. Bizonyitani tudtuk, hogy a VX-680 kezelés
elOsegitette a B-sejtek eliminécidjat a B-sejtek apoptdzisanak indukcidjaval. Az autoantitestek
szintjének jelentds csokkenését nem figyeltilk meg a B-sejtek apoptozisaval dsszefliggésben,
valosziniileg azért, mert az autoantitestek felezési ideje hosszl. Ezen hipotézis bizonyitasdhoz

azonban Iényegesen hosszabb kezelési periodusra, vagy a VX-680-nal kezelt B-sejtek adaptiv
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transzferére lenne sziikkség immunglobulin deficiens egerekbe, ami messze meghaladta
tanulmanyunk kereteit. Az anti-CD20 kezelés eredményessége az anti-TNF terapidra rezisztens
RA-ben ugyancsak hangstlyozza eredményeink jelentOségét.
VX-680 kezelés nem vezetett jelentds T-sejt apoptdzishoz. Feltételezhetdek tovabbi anti-
apoptotikus faktorok, amelyek kivédik a VX-680 hatasat az aktivalt T-sejtekben.

A kezeletlen RA betegek mononuklearis sejtjeiben magas Aurora kindz expressziot
figyeltiink meg, amely az MTX kezelést kdvetden csokkent. Az a tény, hogy mind az alacsony
dozisit MTX, mind a VX-680 csokkentette az Aurora kinazok expresszidjat, arra mutat ra, hogy

ezek a kinazok igéretes farmakologiai célpontot jelenthetnek RA-ben.
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6 OSSZEFOGLALAS

A RA legfobb jellemzdje a kronikus synovitis, mely az iziilet karosodésat, ezaltal pedig
fajdalmat, rokkantsdgot és az életmindség romlasat idézheti el6. Réadasként akceleralt
atherosclerosis is tarsul hozza, mely a RA-s betegek tobblethaldlozasanak legfobb oka.
Genetika, kornyezeti tényezok €s autoimmunitas a RA patogenezisének résztvevoi; de egyre
tobb bizonyiték tdmasztja ald az epigenetikai tényezok szerepét. Bar ez egy rendkiviil fontos
¢s alaposan tanulményozott tudomanyteriilet, a RA etiopatogenezisének szamos aspektusa még
tisztdzasra var. A betegség gyakorisaga ¢s az 4ltala jelentett tehertétel miatt nagy sziikség van

a hatékony kezelésre, ¢s még mindig oriasi az igény az uj terapids lehetdségekre.

Jelen értekezés 3 vizsgalat eredményeit foglalja 0ssze, melyek a RA hatterét és kezelését
vizsgaltak. Emberekben és allatmodellekben tanulményoztunk RA rizikdgéneket (1. vizsgalat).
Arthritisszel Osszefiiggd epigenetikus faktorokat és a célzott gatldsukban rejlé terdpias

lehetdségeket elemeztiik (3. vizsgalat).

Eredményeink a kovetkezdkben foglalhatok ossze:

1. vizsgalat

A 3-as egérkromoszoman 1évo Pgia26 (az emberi 1-es kromoszoéman 1évé PTPN22/CD2-nek
felel meg) és a 2-es egérkromoszoéman 1évé Pgia2 lokusz (az emberi 9-es kromoszoman 1évo
TRAF1/C5-nek felel meg) részletes vizsgalata soran sikeriilt néhany rizikogént azonositani,

melyek arthritissel vald kapcsolata addig nem minden esetben volt ismert.

2. vizsgalat

Els6ként végeztiik RA-hez tarsuld kardiovaszkularis betegségek, valamint a TNF-a gétlokra
adott klinikai és vaszkularis valasz komplex genomikai vizsgalatat. MHC-, valamint cytokin-,
adhézidos molekula, integrin- €s interferongének mutattak eltérd expreszids mintazatot a
vaszkularis patofiziologidval dsszefiiggésben. A TNF-a gatlokra adott klinikai és vaszkularis
valasszal dsszefliggésben elsdsorban az immunoglobulin- és HLA-gének esetén volt észlelhetd
eltéré expreszids mintazat, de cytokin-, chemokin- és interferongének is voltak az érintettek

kozott.

27



3. vizsgalat

Elséként azonositottuk az 6sszes kromatin modosité enzimcsaladot, mely 0Osszefiiggésbe
hozhat6 autoimmun arthritisszel. Ezek koziil az Aurora kindz A és B a legismertebb, ezért
ezeket valasztottuk ki tovabbi vizsgalatok céljara. Az Aurora kindzok fokozott expresszidja
arthritis specifikusnak bizonyult. A VX-680-nal végzett preventiv kezelés sikeresen késleltette
az arthritis kialakulasat, mig a terapias alkalmazas jelent6sen csokkentette annak stulyossagat.
Mindez azt engedi sejteni, hogy ez a reumatologiai gyogyszerfejlesztés egy igéretes 01j iranya
lehet.
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7 UJ MEGALLAPITASOK, EREDMENYEK ES KLINIKAI
JELENTOSEG

Jelen tézis 3 vizsgalat eredményeit foglalja Gssze, melyekben a rheumatoid arthritis

etiopatogenezisét és egy igéretes kezelési lehetéséget vizsgaltunk.

A klinikai jelent6ség és az 1) megallapitasok az alabbiakban kovetkeznek:

1. vizsgalat

Olyan kongenikus és szubkongenikus torzseket hoztunk 1étre, melyek lehetévé teszik a 3-
as egérkromoszoman talalhato Pgia26 (az emberi 1-es kromoszoéman 1évé PTPN22/CD2-
nek felel meg) és a 2-es egérkromoszoman talalhaté Pgia2 (az emberi 9-es kromoszoman
1évé TRAF1/C5-nek felel meg) lokusz részletes vizsgalatat. Ennek révén sikeriilt néhany
olyan génmutacidt azonositani, melyek arthritissel valdé kapcsolata korabban nem volt
ismert. Allatmodellek tovabbi vizsgalatdval lehetdség nyilhat az Gjonnan azonositott
génmutaciok funkciondlis vizsgélatara, mely hosszabb tdvon az emberi korfolyamat jobb

megismeréséhez vezethet.

2. vizsgalat

Lefolytattuk az els6 olyan komplex genomikus vizsgalatot, mely a RA-hez tarsulo
kardiovaszkularis korfolyamatokra, valamint az anti-TNF kezelésre adott klinikai és
vaszkularis valaszra fokuszalt. Vizsgalatunk MHC, cytokin, adhézidés molekula, integrin és
interferon gének esetén igazolt a vaszkularis patologiaval Osszefliggésbe hozhatd eltérd
expresszios mintazatot. A TNF-gatlokra adott valasszal osszefliggésben immunoglobulin,
HLA, cytokin, chemokin és interferon gének megvaltozott expresszioja volt észlelhetd. A
vizsgalatokat folytatva lehetdvé valik az RA-asszocialt atherosclerosis hatterének, valamint

a TNF-inhibitorok hatdsmechanizmusanak jobb megértése.
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3. vizsgalat

ElsOként azonositottuk az Osszes kromatin modositd enzimcsalddot, mely
Osszefliggésbe hozhaté autoimmun arthritisszel. Ezek legtobbjét mar vizsgaltak
karcinogenezissel Osszefiiggésben, azonban az arthritis patogenezisében valo

jelentdségiik uj, korabban sosem vizsgaltak.

Bebizonyitottuk, hogy az Aurora kin4z inhibitor VX-680 alkalmazasaval kedvezdbbé
valik a PGIA kimenetele, emiatt ez egy igéretes uj jeloltje lehet a reumatoldgiai

gyogyszerfejlesztésnek.
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8 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACPA

ACR
Aurka
Aurkb

CIA

o]

cNR

cR
csDMARD

CzZpP
DAS28
DDA
DMEM
DMSO
ETN
EULAR

FBS
FMD
FSC
GEO
GO
GVR
GWAS
H.H3
HLA

IMT
IVSC

ciklikus citrullinalt protein elleni antitest
(anticyclic citrullinated peptide antibody)

American College of Rheumatology

Aurora kinaz A

Aurora kinaz B

kollagén-indukalt arthritis (collagen-induced arthritis)

human II tipusu kollagén (human type Il collagen)

klinikai nonreszponder (clinical non-responder)

klinikai reszponder (clinical responder)

konvencionalis, szintetikus betegségmodosito szer
(conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drug)

certolizumab pegol

Disease Activity Score 28 (rheumatoid arthritis betegségaktivitasi index)

dimetil-dioktadecil-ammonium-bromid

Dulbecco féle modositott Eagle-medium

dimetil-szulfoxid

etanercept

European Alliance of Associations for Rheumatology
(Eurdpai Reumatologiai Tarsasagok Szovetsége)

magzati szarvasmarha-szérum (fetal bovine serum)

aramlas-medialt vazodilatacio (flow-mediated vasodilation)

elére iranyul6 szoras (forward scatter)

Gene Expression Omnibus

génontologia

jo vaszkularis reszponder (Good Vascular Responder)

teljes genom asszociacios vizsgalat (genome-wide association study)

hiszton H3

human leukocyta antigén

immunglobulin

intima-media vastagsag (intima-media thickness)

intervallum-specifikus kongenikus
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mAb
MHC-II
MTX
NCI
NMD
NSAID
PAGE
PBMC
PBS
PCA
PCR

PG
PGIA
PTPN22
PWV
RA

RF
gRT-PCR

QTL

SE

SEM

SF

SNP

SSC
SSLP
TNF-a
TRAF1
tsDMARD

VNR
VR

monoklonalis antitest
II. osztalyu f6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
methotrexat
National Cancer Institute
nitrat-medialt vazodilatacid (nitrate-mediated vasodilation)
nem szteroid gyulladascsokkentd (non-steroidal anti-inflammatory drug)
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
periférias vér mononukledris sejt (peripheral blood mononuclear cell)
foszfat-pufferolt sboldat (phosphate-buffered saline)
fékomponens-analizis (principal component analysis)
polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)
proteoglikan
proteoglikan-indukalt arthritis
nem receptor tipusu protein-tirozinfoszfataz 22
pulzushullam terjedési sebesség (pulse-wave velocity)
rheumatoid arthritis
rheumatoid faktor
kvantitativ valds idejli polimeraz lancreakcio
(quantitative real-time polymerase chain reaction)
mennyiségi jelleget meghatarozoé lokusz (quantitative trait locus)
shared-epitop
az atlag standard hibaja (standard error of mean)
synovialis folyadék
egypontos nukleotid-polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
oldaliranyu szoras (side scatter)
szekvencia hosszisag polimorfizmus (single sequence length polymorphism)
tumor nekrozis faktor-o
TNF-receptor asszocialt faktor 1
célzott szintetikus betegségmodositod szer
(targeted synthetic disease-modifying antirheumatic drug)
vaszkularis nonreszponder

vaszkularis reszponder
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