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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACPA ciklikus citrullinalt protein elleni antitest

(anticyclic citrullinated peptide antibody)

ACR American College of Rheumatology

Aurka Aurora kinaz A

Aurkb Aurora kindz B

CIA kollagén-indukalt arthritis (collagen-induced arthritis)
CII human II tipusa kollagén (human type II collagen)
cNR klinikai nonreszponder (clinical non-responder)

cR klinikai reszponder (clinical responder)

csDMARD konvencionalis, szintetikus betegségmodositd szer

(conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drug)

Cczp certolizumab pegol

DAS28 Disease Activity Score 28 (rtheumatoid arthritis betegségaktivitasi index)
DDA dimetil-dioktadecil-ammoénium-bromid

DMEM Dulbecco féle mddositott Eagle-medium

DMSO dimetil-szulfoxid

ETN etanercept

EULAR European Alliance of Associations for Rheumatology

(Eurdpai Reumatologiai Téarsasagok Szovetsége)

FBS magzati szarvasmarha-szérum (fetal bovine serum)

FMD aramlas-medialt vazodilatacid (flow-mediated vasodilation)
FSC elore iranyulo szoras (forward scatter)

GEO Gene Expression Omnibus

GO génontologia

GVR j6 vaszkularis reszponder (Good Vascular Responder)
GWAS teljes genom asszociacios vizsgalat (genome-wide association study)
H.H3 hiszton H3

HLA human leukocyta antigén

Ig immunglobulin

IMT intima-media vastagsag (intima-media thickness)

IVSC intervallum-specifikus kongenikus



MHC-II
MTX
NCI
NMD
NSAID
PAGE
PBMC
PBS
PCA
PCR
PG
PGIA
PTPN22
PWV
RA

RF
qRT-PCR

QTL

SE

SEM

SF

SNP

SSC

SSLP
TNF-a
TRAF1
tsDMARD

vNR
vR

monoklonalis antitest
I1. osztalyu f6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)
methotrexat
National Cancer Institute
nitrat-medialt vazodilatacio (nitrate-mediated vasodilation)
nem szteroid gyulladascsokkentd (non-steroidal anti-inflammatory drug)
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis
periférias vér mononukledris sejt (peripheral blood mononuclear cell)
foszfat-pufferolt sdoldat (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 meghatarozo lokusz (quantitative trait locus)
shared-epitop
az atlag standard hibaja (standard error of mean)
synovialis folyadék
egypontos nukleotid-polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
oldaliranyti szoras (side scatter)
szekvencia hosszisag polimorfizmus (single sequence length polymorphism)
tumor nekrozis faktor-a
TNF-receptor asszocialt faktor 1
célzott szintetikus betegségmaodosito szer
(targeted synthetic disease-modifying antirheumatic drug)
vaszkularis nonreszponder

vaszkularis reszponder



2 BEVEZETES

2.1 A rheumatoid arthritis etiopatogenezisének attekintése

A rheumatoid arthritis (RA) autoimmun gyulladdsos betegség, mely foként a synovialis
izlileteket érinti. Prevalenciaja koriilbeliil 0.5-1% (1). Genetikai és kornyezeti/életmodbeli
tényezok, valamint az autoimmunitds vesznek részt a koérfolyamat kialakulasaban (2-9); az
etiologidhoz epigenetikai faktorok is hozzajarulnak (10).

A genetikai tényezOk szerepét kb. 60%-ra becsiilik (11). Human leukocyta antigének
(HLA-DR) ¢és nem-HLA gének egyarant fontos szerepet jatszanak a RA patogenezisében
(4,12,13). Az 1980-as évek oOta ismert, hogy a RA-s betegek tobbségében a II. osztalya {6

crer

crcr

(HLA-DRBI1*01, DRB1*04, DRBI*10) éllnak a legszorosabb kapcsolatban a RA-re valo
fogékonysaggal. Du Montcel és munkatarsai Ujragondoltdk az eredeti SE hipotézist és
megalkottak egy 0j klasszifikacios rendszert (15), melynek alapja, hogy a RAA szekvencia
jelentette hajlamositd tényezot a 70. €s 71. pozicidoban taldlhatdo aminosavak arnyaljak. Az uj
klasszifikacids rendszer a SE allélokat S1, S2, S3P és S3D csoportokra osztja 70. és 71.
pozicidban 1év0é aminosavak alapjan. Ezek koziil az S2 és S3P allél hordozasa hajlamosit
ciklikus citrullinalt protein elleni antitest (ACPA) -pozitiv RA kialakulasara (16). A nem-HLA
gének kozil a nem receptor tipusu protein-tirozinfoszfataz 22 (PTPN22) és a TNF-
receptor asszocialt faktor 1 (TRAF'I) lokuszok mutatjak a legszorosabb Osszefiiggést a - foként
ACPA-pozitiv — RA kialakulasaval (13,17). Tobb, mint 30 tovabbi egypontos nukleotid-
polimorfizmus (SNP) hozhat6 6sszefliggésbe a RA kialakuldsaval, melyek koziil kiemelendd
az IL23R, FCGR, IRF5, CD40, STAT4, PADI4, CCR6 és CCL21 (1. tablazat) (4). A HLADRBI,
PTPN22 és IL23R SNP-k szerepét magyar RA-s betegeknél is megerdsitették (12,18,19).



1. tablazat A legfontosabb rheumatoid arthritisre hajlamosité gének (4)

Jelolt gén Kédolt fehérje

HLA-DRBI LIO I(I)l;zlzzyﬁ human leukocyta antigén / f6 hisztokompatibilitasi
PTPN22 Nem receptor tipust protein-tirozinfoszfataz 22
TRAF1/C5 TNF-receptor asszocialt faktor 1

STAT4 Szignal transzducer és transzkripcid aktivator-4
PADI4 Peptidilarginin-deiminaz-4

IFRS5 Interferonhoz kapcsolt faktor-5

FCGR Fc-gamma receptor

IL2RA, IL2RB Interleukin-2 A és B

CD40 CD40

CCL21 CC chemokin ligand-21

CCR6 CC chemokin receptor-6

Kornyezeti és ¢életmodbeli tényezOk (dohanyzas, szilikatpor, koffein, cukrozott
uditditalok [fruktoz], oralis antikoncipiensek, stb.) szintén hozzajarulnak a RA kialakulaséhoz.
Protein citrullindciot idézhetnek eld, mely ACPA termelddéshez vezet (3,7,8). A dohanyzé SE
hordozdoknal tapasztalhato szignifikansan magasabb ACPA-pozitiv RA rizikot magyar RA-s
betegek esetén is megerdsitették (20); ugyanez a vizsgalat — az els6 kozép-kelet-eurdpai study,
mely a RA és az ¢életmodbeli tényezok Osszefliggését vizsgalta- nem talalt szignifikans
Osszefliggést az ACPA termelddés és a koffeinfogyasztas, illetve az oralis antikoncipiensek
hasznalata k6zott.

A genetikai és kornyezeti/€letmodbeli tényezok, valamint az autoimmunitas valtjak ki a
synovitist, a RA kozponti gyulladasos eseményét (21,22). Ez igen 0sszetett folyamat, melyben
szamos gyulladdsos sejt és mediator vesz részt. A T-sejteknek kulcsszerepiik van a synovitis
kivaltasaban és fenntartasdban (23-25). Ezt alatdmasztja az antigénprezentacio (14,15), illetve
a citrullindlt autoantigének T-sejtek altal torténd felismerésének genetikai jelentdsége (26). A
B-sejteket célzo terapia hatékonysdga hangstlyozza ezen sejtek jelentdségét a RA
patogenezisében. A B-sejteknek fontos szerepiik van az antitestek, cytokinek és chemokinek
termelésében, valamint az antigenprezentacioban (27). A velesziiletett immunrendszer sejtjei
koziil a neutrophil granulocytak alkotjak a RA-s synovialis folyadékban (SF) talalhato sejtek f6
gyulladdsos mediatorok szekretalasa révén karosithatjdk az iziileti struktirat, az iziiletet

infiltralo T-sejteket is karosithatjak (24). A RA-s synoviumban nagy szamban vannak jelen



makrofagok ¢és endothelsejtek, az altaluk termelt angiogén mediatorok pedig angiogenesist
okoznak. Az igy megndvekedett endothelfelszin lehetdvé teszi a gyulladasos leukocytak

A tény, hogy RA esetében a monozigéta ikrek konkordancia aranya csupan kb. 15%
(30), felhivta a figyelmet a génexpressziot szabalyozd, ezaltal a genetikai €és kornyezeti
tényezoket Osszekapcsold epigenetikai faktorok jelentdségére (31,32). A RA-s synovialis
fibroblastok szamos hypo-, illetve hypermetilalt genomikai régiét tartalmaznak. Az érintett
gének tobbsége a matrix remodellacioban, leukocyta toborzdsban, immunvalaszban ¢és
gyulladasban jatszik szerepet (33). Egy, a periférias vér mononuklearis sejtjeinek (PBMC) DNS
metilacios profiljat vizsgaldé study sordn eltéré metildciés mintézatot talaltak a f6

crer

kialakulasanak kockéazatdhoz (34).

2.2 A klinikai kép — kiilonos tekintettel a kardiovaszkularis szovodményekre

A RA karakterisztikus tiinete a kronikus synovitis, amely hosszll tdvon az iziilet
tonkremeneteléhez vezethet. Ugyanakkor a betegség extraartikularis manifesztacioi szamos
egyéb szerv, pl. a bor, szemek, tiidok, s6t a kozponti idegrendszer karosodasat okozhatjak.
Ezenkiviil a RA 3-10 évvel roviditi meg a varhato élettartamot (1). A tobblethaldlozas f6 oka a
kardiovaszkularis betegség (35), melyet foként az — mar a betegség korai fazisdban észlelheto-
RA-asszocialt atherosclerosis idéz elé (36). A RA-asszocidlt atherosclerosis kialakuldsaban
egyarant fontos szerepet jatszanak a tradicionalis, Framingham rizik6tényezok €s a gyulladésos
faktorok (mint az ACPA, immunglobulin M [IgM] tipust rheumatoid faktor (RF), keringd
immunkomplexek, proinflammatorikus cytokinek és ThO/Th1 T-sejtek) (37).

A manifeszt atherosclerosist altalaban endothelialis dysfunkcio elézi meg, mely
klasszikus képalkot6 vizsgalatokkal, mint az arteria carotis intima-media vastagsag (IMT), az
arteria brachialis dramlas-medialt vazodilatacié (FMD) és nitrat-medialt vazodilatacio (NMD)
diagnosztizalhatd. Ugyancsak megfigyelhetd az artériafal merevségének (stiffness) fokozodasa,
melyet a pulzushulldm terjedési sebesség (pulse-wave velocity, PWV) fokozddasa jelez. Az
IMT vizsgalata az Eurdépai Reumatologiai Tarsasdgok Szovetsége (European Alliance of
Associations for Rheumatology, EULAR) ajanlasai kozott is szerepel (38), mivel a carotis IMT
jol korreldl a RA aktivitasaval és fennallasaval, a hagyomanyos rizikofaktoroktol fiiggetlentil
(39).

Bar RA-ben a szisztémas gyulladasnak van kulcsszerepe az akcelerélt atherosclerosis

1étrejottében, a tradicionalis rizikofaktorok ugyanugy jelen vannak, ami megneheziti a kezelést
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(40). Ugyanakkor az alacsony betegségaktivitds mindenképp jotékony hatdst az érstatusz

szempontjabol (38).

2.3 Roviden a rheumatoid arthritis kezelésének sikereirdl és kihivasairol

RA-ben nagyon sziik a ,terdpids ablak”, hogy remissziot vagy alacsony
betegségaktivitast érjiink el, ami ahhoz sziikséges, hogy megeldzziik az iziileti karosodast,
funkcionalis fogyatékossagot és kedvezbtlen betegségkimenetelt. Alapvetd fontossagu tehat a
korai diagnozis €és az azonnal megkezdett terdpia (41-44). Habar tovabbra is a methotrexat
(MTX), mint konvencionalis, szintetikus betegségmddosito szer (csDMARD) jelenti a kezelés
alapjat, az elmult évek sordn szamos biologiai terapias és célzott szintetikus betegségmodositd
szer (tsDMARD; biologikumok és tirozinkinaz-gatlok) valt elérhetdvé. Egyre tobb bizonyiték
szol amellett, hogy a bioldgiai terapias szerek nem csak az iziileti gyulladas progresszidjat
lassitjak, hanem jotékony hatéssal birnak a szisztémdas manifesztaciok és a tarsbetegségek, pl.

kardiovaszkularis betegség kezelésében is (45).

A terapids lehetdségek nagymértékii fejlodése ellenére még mindig szamos betegnél
tapasztalunk gyogyszer mellékhatast vagy épp hatdstalansagot. A terapids valasz hatterében
szdmos génexpresszios mintazatot azonositottak (46-50), pl. a MTX hatdsossagénak, illetve
toxicitdsanak hatterében szamos, a gyogyszer celluldris transzportjat, valamint a folat
metabolizmusat meghatarozd gén SNP-at. Szamos SNP-t irtak le egyéb csDMARD-okra (2.
tablazat) (4), illetve biologiai terapias szerekre — foként tumor nekroézis faktor-o (TNF-a)
inhibitorokra (3. tdblazat) (4) - adott valasszal 6sszefiiggésben. Ezen kihivasok miatt alapvetd

sziikség van 1j terapidk fejlesztésére.



2. tablazat A konvencionalis betegségmodosito szerek farmakogenomikaja (4)

Gyogyszer Gén Varians Klinikai hatés
Methotrexat SLCI19A41 (RFC-1) G80A Fokozott vagy valtozatlan hatékonysag
MTHFR C677T Fokozott toxicitas a legtobb tanulmanyban
MTHFR A1298C Ellentmondasos adatok
SHMTI C1420T Fokozott toxicitas
ABCBI (MDR1) C3435T Csokkent hatékonysag
TYMS 5’-UTR ismétlédés Csokkent hatékonysag és valosziniileg fokozott toxicitas
TYMS 3’-UTR delécio Fokozott hatékonysag
ATIC C347G Fokozott hatékonysag és toxicitas a legtobb tanulmanyban
ILIRN IL-1RN*3 Csokkent hatékonysag
Sulfasalazin NAT2 NAT2*4 ﬂiﬁ?ﬁiﬁ;@ﬁfﬁiﬁiﬁf l;l;?;f(i)lrzli}lgla'(g?gayl)er?gggilélékban 0]
Leflunomid DHODH CI19A Fokozott hatékonysag és toxicitas
ESRI SNP Fokozott hatékonysag
CYPIA2 CYPIA2*1 F Fokozott toxicitas
Hydroxychloroquin ~ IL10 A1082G Fokozott hatékonysag
C819T
C592A
TNF A308G Fokozott hatékonysag
Azathioprin TPMT TPMT*2, *3A, *3C Fokozott toxicitas
ITPA C94A Fokozott toxicitas

3. tablazat A biologiai terapias szerek farmakogenomikaja (4)

Gyogyszer Gén Varians Klinikai hatas
Anti-TNF szerek TNF G308A Fokozott hatékonysag a legtobb tanulmanyban

TNF A238G Fokozott hatékonysag

TNFRSFI1B T196G Csokkent vagy valtozatlan hatékonysag

FCGR34 Vall58Phe Viltozatlan hatékonysag

PTPRC SNP Fokozott hatékonysag

MAPK 14 SNP ﬁazt éal?(:ir;;]l"g;amitestek (infliximab, adalimumab) fokozott
Rituximab FCGR34 Vall58Phe Fokozott vagy valtozatlan hatékonysag

Large gene signature studies are not included.

Mivel a RA etiopatogenezis¢hez epigenetikai faktorok is hozzajarulnak, és — a

génmutacioktol eltérden- ezek reverzibilisek, komoly terapids lehetdség rejlik benniik. Az
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Aurora kinazok a sejtproliferacid szabalyozasaban vesznek részt, inhibitoraik pedig
tumorellenes gyogyszerek. A szerin/treonin kindz szupercsaladhoz tartoznak és — a
centroszoma képzddés és kromoszdma szétvalas kiillonbozo 1épéseinek szabalyozéasa révén — a

sejtosztodasban jatszanak fontos szerepet. (51,52)

2.4 Az allatmodellek jelentosége a rheumatoid arthritis kutatasaban

A Human Genom Projekt megvaldsitasa (53) oriasi lendiiletet adott a reumatologiai
kutatasnak, azonban a teljes genom asszociacids vizsgalatok (GWAS) kezdeti, biztato
eredményei utan (54) lelassult a folyamat, koszonhetéen a huméan populacid extrém
heterogenitasdnak, a betegség poligénes természetének €s annak a ténynek, hogy a legtobb
megerdsitd tanulmanyokat, kiilonb6z6 etnikai csoportok vizsgalatanak eredményeit ¢és
terapiaval kapcsolatos metaanaliziseket publikaltak; az etioldgiai Osszefiiggésektdl pedig még

mindig nagyon tavol vagyunk.

A RA egér modelljeinek tanulményozésa segithet kitdlteni azokat a réseket, melyeket a
human GWAS-k korlatai eredményeztek, mivel itt alaposabb ralatasunk van az autoimmun T-
¢és B-sejtes valaszra, lehetdvé valik funkcionalis vizsgalatok végzése és a genom manipulacioja,
valamint potencialis 0j kezelési eljarasok tesztelése (55-57). Bar az allatkisérletek munka- €s
idoigényesek, a megfeleld genetikai kombinacidk alkalmazédsa segitheti a betegségre
hajlamosito gének felfedezését, akar egyes gének vizsgalatat is lehetdvé teszi. Ezenkiviil -mivel
segitenek jobban megérteniink a betegség folyamatat- hasznos eszkozei lehetnek az 1j,

hatékonyabb kezelés fejlesztésének.
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3 CELKITUZESEK

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

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

Specifikus célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

1. vizsgalat
RA-re hajlamositdé gének jelentéségének vizsgalata emberekben ¢és megfeleld
allatmodellekben

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

kromoszémarégidiban, kiilonods tekintettel sajat munkacsoportunk eredményeire.

2. vizsgalat

RA-s Dbetegek vaszkularis korfolyamataihoz tarsulé génexpresszios mintazat

tanulmanyozasa

= Kardiovaszkularis szovodménnyel rendelkezé RA-s betegek genomikus analizise.
= A génexpresszids profil vizsgalata a biologiai terapidra adott klinikai és vaszkularis

valasszal Osszefiiggésben.

3. vizsgalat

Az epigenomot befolyasolo faktorok, kiilonosen az Aurora Kinaz A és B expresszigjanak

vizsgalata arthritises egerek és RA betegek immunsejtjeiben

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

= Ezen faktorok célzott gatlasdban rejld 0j terapids lehetdségek felkutatésa.

11



4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 1. vizsgalat

4.1.1 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 keresztezésli F2 hibrid genotipizalasat végezte el, Gsszesen 240
szekvencia hosszisdg polimorfizmus (SSLP) marker felhasznalasaval. Célunk PGIA-hez,
illetve kollagén-indukalt arthritishez (CIA) kapcsoldddé mennyiségi jelleget meghatirozo
lokuszok (QTL) azonositasa volt az egér genomon beliil. A folyamat soran egy szupressziv
kromoszomarégio inszercidja tortént egy teljesen fogékony genetikai kornyezetbe. PGIA-re
fogékony BALB/c néstények és rezisztens DBA/2 himek (mindkét tipus MHC H2d-vel
rendelkezik) keresztezésébdl szarmazd F1 himeket vélasztottunk, melyek a kivant DBA/2
eredetli genomikus régidval rendelkeztek, majd ezeket szdmos alkalommal visszakereszteztiik
vad tipusi 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 ndstények keresztezésével 1étrehozzunk egy homozigéta intervallum-

specifikus kongenikus torzset (IVSC).

Az IVSC egereknél ezutan vizsgaltuk az artririsre valdo fogékonysagot, a
betegség kialakuldsat és stlyossagat, valamint tobb, mint 15 RA szempontjdbdl relevans

biomarkert (58).

4.1.2 Irodalmi attekintés

FO célunk az volt, hogy allatkisérleteinknek human relevanciat talaljunk. Ezért a
vonatkoz6 irodalmi adatok attekintése soran Osszevetettiik sajat és az egyéb ragcsalomodellt
alkalmaz¢6 kisérletek eredményeit a human autoimmun betegségekben -foként RA-ben- eddig

azonositott lokuszokkal.
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4.2 2. vizsgalat

4.2.1 Betegek

A vizsgélat els6 részébe 16 kaukazusi rasszhoz tartozo, bioldgiai terapiaban kordbban
nem részesiilt RA beteget (15 n6, 1 férfi) vontunk be. Az atlagos életkoruk 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 terdpiaban kordbban 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). Késébb 12 beteg kapott etanerceptet (ETN)
¢s 7 certolizumab-pegolt (CZP). Minden beteg megfelelt a RA EULAR/ACR 2010-es

klasszifikacios kritériumainak (41).

Az 0sszes vérmintat azutan vettiik le reggel 8:00 €és 9:00 6ra kozott a bioldgiai terapia
els6 dozisa elétt, hogy az alanyok egy ¢&jszakdn at, legaldbb 12 6ran keresztiil ¢heztek. A

betegek gyodgyszeres kezelése a vizsgalat soran valtozatlan maradt.

A vizsgalat mindkét részében az alabbi bevalogatasi kritériumokat alkalmaztuk: RA
diagnozis; 20 és 60 év kozotti €letkor; legalabb két DMARD hatéstalansaga; aktiv betegség
(DAS28> 3.2); anti-TNF terapia naivitds. Kortikoszteroid terapia (prednizon <10 mg/nap)
megengedett volt, feltéve, hogy a dozis a vizsgalat kezdete eldtt legalabb 2 honapig valtozatlan
maradt. A nem szteroid gyulladdscsokkenték (NSAID) alkalmazasa is megengedett volt, ha
valtozatlan dozisban hasznaltak azokat a vizsgalat kezdete el6tti egy hénapban. 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 vizsgélat kizarasi kritériumai voltak a
terhesség; a szoptatas; az aktiv vagy 5 éven beliili malignus betegség; az aktiv fert6zo betegség;
a RA-tdl eltérd iziileti gyulladas vagy egyéb autoimmun betegség a kortdrténetben; valamint a

dohényzas.

A betegség aktivitasat a vizsgalat indulasakor, illetve a vizsgalat 2. részében 12
honappal az anti-TNF kezelés megkezdése utan értékeltikk a Disease Activity Score 28

(DAS28) meghatarozasaval.

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

alapjan (59).
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Az Egészségligyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga
jovahagyta a vizsgalatunkat (9732-2 2012/EHR). Emellett a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Regiondlis ¢és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga is jovahagyta a vizsgalati
protokollt. A tanulmany 6sszhangban volt a Helsinki Nyilatkozattal. Minden olyan vizsgalatba

vont beteg, aki vérmintat adott, alairta a T4jékoztatod €s Beleegyezési Nyilatkozatot.

4.2.2 Vaszkularis ultrahangvizsgalatok

Az a. brachialis FMD meghatarozéasa a jobb karon, a fossa antecubitalis folott tortént
ultrahangvizsgalattal: 10 MHz linearis transzducer (HP Sonos 5500). A nyugalmi értéket egy
standard hdmérsékletii helyiségben torténd 30 perces pihend utan hatarozta meg a szonografus:
B mod, longitudinalis metszet. Egy elézetesen 4.5 percen at suprasystolés érték folé fujt
mandzsetta felengedésével reaktiv hyperaemiat idéztiink eld. Felengedést kovetden 90
masodpercig rogzitettiik a maximalis aramlasi sebességet €s az artéria atmérdjét. Az aramlasi
sebességek, a nyugalmi atmérd és a FMD mérése EKG-kapuzéssal, offline tortént. Az FMD
értékét a nyugalmi atmérd szazalékos aranyaban adtuk meg (FMD%). Kutatocsoportunk egy
korabbi munkajaban 5%-os cut-off értéket hatdrozott meg, ezaltal elkiilonitve a magas (normal)
¢s alacsony (koros) értékeket (60). Jelen munkank soran is ezt az értéket alkalmaztuk.

Az a. carotis IMT meghatarozasat egyetlen vizsgalo végezte duplex ultrahang rendszer
(HP Sonos 5500, 10 MHz linearis transzducer) segitségével. B mdédban, R-szinkron mddon
magas felbontdsu hosszanti metszeteket vettiink fel mindkét oldali a. carotis communisrol. Az
offline mérések a bulbustol 1 cm-re proximalisan, a tavoli falon torténtek. Az IMT-t a lumentdl
szamitott elsd és masodik echogén vonal tavolsdgaként adtuk meg, 10 mérés atlagabol
szdmitva, mm-ben kifejezve. Korabbi munkank sordn 0.65 mm-es cut-off értéket hataroztunk
meg, ezaltal elkiilonitve a magas (emelkedett) és alacsony (normal) értékeket (60). Jelen
munkénk soran 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 reflexidos id6
hanyadosaként. Az arteriograph az a. brachialis feletti nyomashulldmot rogziti, 35 Hgmm-es
suprasystolés nyomast alkalmazva. Az eredmények reprodukalhatosaga érdekében a mérést 10
perces pihenést kovetden végeztilk. 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-os cut-off értéket hataroztunk meg, ahol a 8 m/s alatti érték
alacsony (normal), mig az afol6tti magas (emelkedett) (61,62).
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A vizsgélat 2. részében az egy éves ETN vagy CZP kezelést kovetéen a FMD, IMT és
PWV ¢értékekben bekovetkezett valtozas alapjan meghataroztuk a vaszkuldris reszponder
statuszt (VR, illetve vNR). Azokat a betegeket tekintettiik vaszkularis reszpondernek, akiknél
legalabb 20%-o0s javulas kovetkezett be a FMD, IMT vagy PWV értékben. Akiknél legalabb 2
paraméter esetében tapasztaltunk minimum 20%-os javulast, j6 vaszkularis reszpondernek

(Good Vascular Responder, GVR) tekintettiik.

4.2.3 PBMC és RNS izolalas

A periférias vérmintadkat (10 ml) EDTA tartalmu vérvételi csovekbe (BD Vacutainer
K2EDTA) gyujtottiik. A mononuklearis sejtek szeparaldsa Ficoll gradiens-centrifugaldssal
tortént, a sejtek teljes RNS tartalmat Trizol reagenssel (Invitrogen) vontuk ki, a gyarto
eléirasainak megfeleléen. 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 szdm pedig 9 és 10 kozott. A mennyiség meghatarozasa

NanoDrop (Thermo Scientific) hasznalatival tortént.

4.2.4 Microarray vizsgalatok és statisztikai médszerek

Affymetrix GeneChip Human Primeview array-t hasznéltunk 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 6ran at 45 °C-on hibridizaltuk, majd a
szokasos mosasi protokollt hajtottuk végre a GeneChip Fluidics Station 450 alkalmazasaval, és
a mintakat 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 normalizéléast hajtottunk végre. A klinikailag eltérd csoportok kozotti génexpresszios
kiilonbségek azonositasahoz statisztikai elemzést végeztink Mann-Whitney féle U-proba
alkalmazaséval, ahol a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdns kiilonbségnek. Hierarchikus
klaszterezéssel ¢s fokomponens-analizissel (PCA) vizsgaltuk tovabb a klinikailag kiilonb6z6
csoportok eltéré génexpresszidos mintdzatat. A mikroarray adatokat bekiildtik a Gene

Expression Omnibus (GEO) adatbazisaba (access number: GSE126476).
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A génontoldgiai (GO) elemzést a Cytoscape 3.4.0 szoftver (cytoscape.org) segitségével,
ClueGO alkalmazassal végeztiik. A beallitasok a kovetkezOk voltak: GO biologiai folyamat,
GO immunrendszer folyamat és KEGG emberi betegségek utvonal; statisztikai mddszerek:
kétoldalas hipergeometrikus teszt, valamint Benjamini-Hochberg FDR a multiplex tesztek
K <0,4 szignifikancia értékek segitségével hataroztuk meg.

A klinikai és a kiilonb6zd vaszkularis kimenetek kozotti kapcsolatot Pearson-féle

korrelacioval elemeztiik (p <0,05).

4.3 3. vizsgalat
4.3.1 Egerek

Az 1dés tenyészndstény BALB/c egereket a National Cancer Institute-tél (NCI,
Frederick, MD) vasaroltuk, és standard protokoll szerint (63,64) immunizéaltuk dket PGIA
eléidézéséhez. Roviden: az egereket artrdzisban szenvedd, iziiletpotld miitéten atesett betegek
rezekalt térdiziileti porcabdl tisztitott PG-nal immunizaltuk. A PG-t intraperitonealisan (i.p.),
Osszesen haromszor (harom hetes idokozonként, 100 ug PG core protein/injekcid) injektaltuk
2 mg dimetil-dioktadecil-ammoénium-bromid (DDA) adjuvanssal a BALB/c egerekbe (64,65).
Az egereket hetente haromszor értékeltiik a végtagokban kialakult iziileti gyulladas sulyossaga
szempontjabol; vizualis skéla szerint minden egyes mancsra 0-t6l 4-ig terjedd pontszamot
adtunk, igy az elérhetd maximalis arthritis score 16 volt (63—66). A VX-680 kezelés iziileti
gyulladasra gyakorolt terapids hatdsdnak meghatirozasara az iziiletek vastagsagat mértiik
mikrokaliper segitségével (66). A CIA-t him DBA/1J egerek (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) immunizalasaval allitottuk el6 100 pg human II tipusu kollagénnel (CII) teljes
vagy részleges Freund adjuvansban, a standard CIA protokoll szerint (66—68). 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 szérummintdkat a VX-680-nal végzett kezelés eldtt és a
kisérlet végén (a kezelések 17-18. napjan) gyljtottiik be. Az autoantitestek IgG1 és IgG2a
izotipusait (anti-egér PG) BALB/c egerek szérummintaiban mértik (63—65,67,69). Az

allatkisérleteket az Institutional Animal Care and Use Committee hagyta jova.
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4.3.2 Betegek

RA betegeket (15 igazolt RA-ben szenvedd beteget, akik kezelésben még nem
részesiiltek és 10 MTX-kezelt RA beteget), valamint egészséges kontroll személyeket vontunk
be a vizsgalatunkba, akik mind alairtdk a Tajékoztatd és Beleegyezd Nyilatkozatot. Az
embereken végzett vizsgalatainkat és azok vizsgalati protokolljat a Rush University Medical

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

4.3.3 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 éltaldban 9-10 nappal a harmadik PG-immunizélés
utéan alakul ki). Az egereket i.p. 40 mg/kg VX-680-nal (Sellekchem, Houston, TX) injektaltuk,
amely a rak kezelésében leirt haté¢kony dozis (70), és amely nem befolyasolta a peritonealis
lavage soran gylijtott 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 els6 hetében, majd minden masnap a vizsgalatok végéig, amikor az allatokat leoltiik.

Terapias kezelés c€ljabol az iziileti gyulladasos BALB/c egereket i.p. 50 mg/kg VX-680
injekcioval kezeltik. A kezelés eldtt olyan arthritises egereket vélasztottunk ki, amelyek
megkozelitdleg azonos kumulativ iziileti gyulladds pontszamokkal rendelkeztek (~ 2.5+1.0,
n=8-10). Az egerek az els6 VX-680 kezelést az iziileti gyulladas elsé tiineteinek (vOrdsség €s

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

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

Sejteket gyljtottiink az egerek 1épébdl, csontveldjébdl, valamint az iziileteket drenald
nyirokcsomokbol a harmadik PG injekcio utani 17. napon. A 1ép, a csontveld €s a nyirokcsomo
sejtek limfocita tisztitas eldtti alikvotjaibol RNS-t izolaltunk. A T- és B-sejteket antitesttel
bevont magnesgyongyokkel tisztitottuk (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Kanada). A
Iépsejtek és a megtisztitott limfocitadk alikvotjaibol 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)
alkalmazaséval. A kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakciot (QRT-PCR) 1Q5 RT-PCR gép

(Bio-Rad) és az SsoFast ™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) alkalmazasaval végeztik. 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 specifitasat a PCR-t
kovetd olvadasi gorbe-analizissel ellendriztiik. A mintakat triplikdtumként teszteltiik, az
elemzéshez az 1Q5 PCR szoftvert hasznaltuk, a normalizalt expresszios valtozéasi érték
kiszamitasahoz a ACt mddszert alkalmaztuk. A mért Ct értékek normalizalasahoz a B-aktin és
a Gapdh géneket hasznaltuk belsé kontrollként.

A vizsgélatban részt vevld, egészséges személyek és a DMARD-kezelésben nem
részesiilt RA betegek vérmintdinak PBMC-jeit Ficoll-gradiensen kiilonitettiik el egy oran beliil
a vérvételt kovetden. A szepardlt 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.

4.3.5 PCR array technikak

Emberi (PHS-085) és egér (PMM-085) ,,RT2Profiler ™” PCR array-t (SABioscience,
Fredrick, MD) alkalmaztunk az iziileti gyulladassal 0Osszefliggd epigenetikai valtozasok
vizsgalatara, melyhez 84 kiilonb6zd, a kromatin modositdsdban részt vevd enzim
génexpresszidjanak valtozasat kovettiik. Az utdbbi vallalat reagenseit hasznaltuk a cDNS

szintézis€hez, és kovettiik a gyarto eldirasait a qRT-PCR esetében is.

4.3.6 Western blot analizis

A Western blot analizishez ugyanazon sejteket hasznaltuk, mint amelyeket a teljes RNS
izolalasdhoz szeparaltunk. A sejteket RIPA pufferben extrahéltuk Protease Inhibitor Cocktail®
segitségével (Roche, Indianapolis, IN). A fehérjekoncentraciokat a BCA Protein Assay kit ™
(Pierce, Rockford, IL) alkalmazéasaval hatdroztuk meg. A fehérjéket (30 pg/sav) 8%-os SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) futtattuk, majd nitrocellul6z membranokra (Bio-
Rad) vittiik at. A membranokat 5% szarvasmarha-szérum albumint (Sigma-Aldrich) tartalmazo
foszfat-pufferolt soéoldattal (PBS, pH 7.5) blokkoltuk 1 o6ran keresztiil, majd primer
antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on egy ¢jszakan at. A kovetkez0 primer antitesteket hasznaltuk:
nyul poliklondlis anti-Aurora A (ab61114, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag), nyul
poliklonalis anti-Aurora B (#3094, Cell Signaling Technology, Beverly, MA) ¢és egér
monoklondlis (mAb) anti-Gapdh (6C5 kloén, Abcam). A peroxiddzzal konjugalt szekunder
antitesteket a Santa Cruz Biotechnology-tol (Santa Cruz, CA) szereztiik be. A Western blotokat

18



a Plus Western Blotting Substrate (Pierce) hasznalataval hivtuk eld. A hiszton frakciokat
tisztitott B sejtekbdl allitottuk eld, és 12% SDS-PAGE gélen futtattuk. A foszforilacioval
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 mddositatlan H3 hiszton (H.H3, ab1791) ellen (mindkettd

az Abcam-tol).

4.3.7 Szovetkultura

Az apoptozissal kapcsolatos génexpresszids vizsgalatokhoz PGIA-val rendelkezd
egerek 1épsejtjeit 24 lyuka szovettenyésztd 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 1épsejtekbdl a kdvetkezd harom napon. A p53 és

Puma gének expresszids szintjét qRT-PCR alkalmazasaval mértiik.

4.3.8 Aramlasi citometria

Az egerek 1€pébdl, nyirokcsomoibol vagy csontveldjébdl izolalt T- és B-sejteket
tobbszinli 4ramlasi citometridval vizsgaltuk. Roviden osszefoglalva, 106 sejtet oltottunk
lyukanként 96 lyuku U-fenekii plate-ekre (BD Falcon), majd az Fc-receptorokat anti-CD16/
CD32 mAb-vel (BioLegend, San Diego, CA) 15 percig 4 °C-on blokkoltuk. A mintdkat
fluorokrommal konjugalt egér CD3, CD19, aktiv kaszpaz 3, IgM, IgD és CDI138 elleni
monoklonalis antitestekkel (BioLegend vagy BD Biosciences, San Diego, CA) inkubaltuk 100
pl aramlasi citometria festd/moso pufferben (0.1% szarvasmarha-szérumalbumin PBS-ben,
0.1% NaN3-dal), 30 percig, sotétben, 4 °C-on. A sejteket kétszer mostuk €s ugyanazon a napon
vizsgaltuk. Az adatgyiijtést és elemzést egy FACS Canto II aramlasi citométerrel, HTS
modullal és FACS DIVA szoftverrel (BD Flow Cytometry Systems, San Jose, CA) végeztiik.
A kezdeti kapuzast limfoid sejteken végeztiik (az elére iranyuld/oldaliranyu széras (FSC/SSC)
alapjan). A CD19 pozitivitas alapjan hataroztuk meg a teljes B-sejt szamot, a CD3 pozitivitas
alapjan pedig a teljes T-sejt szadmot. 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
mADb-kkel (plazmablasztok/plazmasejtek) torténd egylittes festés utan elemeztiik.
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4.3.9 Statisztikai elemzés

Deskriptiv statisztikai modszereket alkalmaztunk a csoportok atlagdnak és az atlag
standard hibgjanak (atlag + SEM) meghatarozasahoz, hacsak masképp nem jeleztiik. Két
csoport kozotti kiillonbséget Student féle kétmintas t-probaval vizsgaltuk. Amikor nem
parametrikus eloszlast észleltlink (pl. az emberi mintak esetében), akkor a Mann-Whitney féle
U-prébat hasznaltuk az csoportok 0sszehasonlitasahoz. A P < 0.05-t tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.
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5 EREDMENYEK

5.1 1. vizsgalat

5.1.1 Megfelel6 genomi lokuszok RA-ben és annak ragcsalomodelljeiben

Mi és mas kutatocsoportok eddig 29 PGIA-asszocialt és 40 CIA-asszocialt lokuszt
azonositottunk egerekben (56, 67, 69, 71-79), valamint néhany megfelelé QTL-t patkanyokban
(80-85). Attekintettiik az egér genom vizsgalatok soran azonositott QTL-k koziil azokat (58,
69, 71, 73-76, 78, 86-97), melyek megfelelnek a metaanalizisekkel igazolt 6 RA rizikogének
(98-105) valamelyikének, ¢€s kivalasztottunk koziiliik kettét tovabbi vizsgalatok céljara:
Pgia26/Cia5/mCia2l/Eae3 a 3-as egérkromoszoman (1. é&bra), mely az emberi 1-es
kromoszéman 1évé PTPN22/CD2 lokusznak; Pgia2/Cia2/Cia3 a 2-es egérkromoszoéman, mely
az emberi 9-es kromoszéman 1évé TRAF1/C5 lokusznak felel meg. A kivalasztott egerekbdl

IVSC-t hoztunk létre (2. dbra), a tobbi kongenikus és szubkongenikus torzset krioprezervaltuk.

A betegségre fogékony ¢és betegséggel szemben ellendlld IVSC egerek megfeleld

crcr

Ezek arthritissel valo kapcsolata korabban nem minden esetben volt ismert, azonban kivétel
nélkil ismert humén RA rizikdgéneknek megfeleld lokuszok kdzvetlen kozelében helyezkedtek

el.

Vizsgalatunk eredményei alapjan elindult ezen gének és megfelel6 human DNS minték

nagy teljesitményili szekvenciaanalizise.
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1. abra A 3-as egérkromoszoma a Pgia26 szublokuszokkal, valamint az azonos

rizikéallélokat hordozo human és patkany kromoszomarégiok
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abra A sziil6i vonal, a Pgia26 lokuszt hordozo kongenikus (3G0) és a Pgia26

2.

4

szublokuszokat hordozo szubkongenikus torzsek geno- és fenotipusos jellemzodinek
0sszegzése
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5.2 2. vizsgalat

5.2.1 A normal és patologias érstatuszi 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.

Kettd up-regulalodott és 12 down-regulaldédott gént taldltunk a koros FMD-vel
Osszefliggden. A CD74 és ZNF718 voltak up-regulaltak, a FOLR3, ADM, HP, DSC2, ANXA3,
LILRAS, PLSCRI1, AKAP12, VNN2, TCN1, HDC és NFIL3 pedig down-regulaltak.

Osszesen 62 gén volt up- és 129 down-regulalt a magas IMT-vel rendelkezd betegeknél,
a normadl értéket mutatdkhoz viszonyitva. Tobbek kozt a GOS2, NRGN, ITGA2B, C3, FLNA,
IRF5,ABCC3, CAPNSI, IL2RG, CCL4L1,ACTNI1, HLAB, HLAC, TNFAIP3 és MYO1G voltak
up-regulaltak. Down-regulaltak voltak a PPP1CB, HLADRB4, IFNGRI, 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-regulalddott.

3. abra RA-s betegek vaszkularis korfolyamataihoz tarsulé génexpresszios mintazat. A hotérkép a
génexpressziobeli kiilonbségeket abrazolja alacsony (vords), illetve magas (kék) FMD (a), IMT (b) és
PWYV (c) esetén.



5.2.2 A Kklinikai 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 ¢s 8 PWV-
20% reszponder. Nyolcan értek el >20% javulést a harombdl legaldbb 2 paraméterben, koziiliik
oten mindhdromban.

A kezelésben részesiilt betegek klinikai és vaszkularis reszponder statuszat is
Osszehasonlitottuk: az IMT véalasz 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 vaszkuldris nonreszponder bizonyult klinikailag is

nonreszpondernek.

5.2.3 A Kklinikai és vaszkularis reszponderek kiindulasi génexpresszios mintazata eltér a

nonreszponderekétol

A kiindulési génexpresszios vizsgalat csak 5 olyan gént talalt (HLADRB4, TMEM176A4,
TMEM176B, IFI44 ¢és PLSCRI), melyek szignifikansan (>2x) up-regulaltak voltak a cR
betegekben a cNR-kel Osszehasonlitva (p<0.05). Szignifikdnsan down-regulalt gént nem
talaltunk.

Az FMD-20% reszponder statusz egyetlen gén (NEFL) szignifikans (=2x) up-
Az IMT-20% reszponder statusz 18 gén (pl. kiilonféle immunoglobulin és HLA gének,
TNFRSF17,CD74, FCRLS5, CD79A4, IFITM3) up-regulaciojaval és 12 gén (pl. CXCL5, ITGB3,
NEFL) down-regulacidjaval tarsult. A PWV-20% reszponder statusz 3 gén (IFNG, JUN és
CCL4L1/L2) up-reguléciojaval és 5 gén (HLAC, GNB4, NRGI1, NEFL és FKBPS5) down-
reguldcidjaval jart egyiitt. A GVR-20% reszponder statusz 11 gén (pl. kiilonféle
immunoglobulin gének, SCN34, CD794 és FCRL)5) up-regulaciojaval és 2 gén (NEFL ¢és
CES1/CES1PI) down-regulacidjaval tarsult.
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4. abra A klinikai valaszhoz tarsulé génexpressziéos mintazat 12 honapnyi anti-TNF kezelést
kovetden. A hotérkép a klinikai reszponderek (kék) és nonreszponderek (vords) kozotti
génexpressziobeli kiilonbségeket abrazolja.

A FMD-20% B IMT-20%

5. dbra A vaszkularis valaszhoz tarsulé génexpresszios mintiazat 12 honapnyi anti-TNF kezelést
kovetden. A hotérkép a FMD-20% (a), IMT-20% (b), PWV-20% (c) és GVR-20% (d) reszponderek
(kék) és nonreszponderek (voros) kozotti génexpressziobeli kiilonbségeket abrazolja.
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5.2.4 Az eltéro expressziot mutato gének halézati elemzése

rom

Mivel az IMT-reszponder stitusz esetén kelléen nagyszdmu gén mutatott eltérd
expressziot, ugy dontottiink, hogy a GO analizist elvégezziik az IMT-asszocialt géneken, az
FMD- és PWV-asszocialtakon viszont nem. A GO analizis célja a legalabb 2x-es mértékii up-
vagy down-regulaciét mutatdé gének funkcionalis kategoridkba torténd besoroldsa volt. Az
eltérd expressziot mutatd IMT-asszocialt gének feliilreprezentalt funkcionalis kategoriai tobbek
kozott ezek voltak: az immunvalasz pozitiv regulacioja, a Golgi vezikula lefliz6dése, valamint

a gliikoz transzport szabalyozésa (6. abra).
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6. abra A kordiagram az IMT-asszocialt, feliillreprezentalt funkcionalis kategoridkat abrazolja a
ClueGO analizis eredménye alapjan (** p < 0.001,* p < 0.01, ssillag nélkily < ( 05)
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5.3 3. vizsgalat

5.3.1 Kromatin modosito enzimek betegségasszocialt génexpresszio-valtozasai iziileti

gyulladasban szenved6 egerekben valamint RA-s betegekben

Az iziileti gyulladas patogenezisében szerepet jatszd kromatin moddositd tényezdok
azonositasahoz 84 gén expressziojat elemeztiik, amelyek olyan kulcsfontossdgii enzimeket
kodolnak, amelyekrdl ismert, hogy specifikus kromatin-médositok. PCR array-t alkalmaztunk
a génexpresszid valtozdsainak kimutatdsara. Az RNS mintdk PGIA ¢és kontroll egerek
Iépsejtjeibdl szarmaztak. Analég PCR array-t hasznaltunk az identikus humén gének
expressziojanak vizsgalatira, 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 (7A. abra). A fent emlitett
gének koziil az Aurora kinaz A-t és B-t valasztottuk tovabbi elemzésre, mivel a vizsgalatunkban
azonositott gének koziil ez a két kinaz volt a legjobban dokumentalt az irodalomban. Mindkét

gén expresszidja tobb, mint 2-szeres novekedést mutatott az 0sszes vizsgalt alanynal (7B. abra).

B C
Mouse - spleen cells D Ctrl. Ctrl. PGIA

1234567891011 "-PGIA AurkaEI
561 T Auk ==
24 Gapdh [se= =]
o
p! D ct.poiA
2,1 H.H3-P
Auka Aukb  HH3 ===l

7. abra Kromatin modosité enzimek betegségasszocialt génexpresszio-valtozasai arthritises
egerekben. (A) A hotérkép a PGIA-s egerek 1épsejtjeiben kimutathatd génexpresszidbeli eltéréseket
abrazolja, adjuvanssal immunizalt kontrollokhoz hasonlitva (harom vizsgalatbol allé reprezentativ
kisérlet). A voros négyzetek az upregulalt, a zoldek pedig a downregulalt géneket jelzik. (B) Az Aurora
kinaz A (Aurka) és B (Aurkb) expresszidja PGIA-s (n=6) és adjuvanssal immunizalt kontroll egerek
(n=6) B sejtjeiben. A mért Ct értékek normalizalasahoz Gapdh gént hasznaltuk belsé kontrollként. A
szignifikanciaszint a kdvetkez6 volt: ** P <0.01. (C) Az Aurora kinazok Western blot analizise. (D) A
hiszton H3 foszforilacigjanak mértéke PGIA-s egerek B sejtjeiben. A Western blot panelek harom
fliggetlen kisérlet egyikének eredményét abrazoljak.

crer

(AURKA, AURKB, ESCO?2 ¢és NEKG6) szintén fokozott expressziot mutatott az indukalt akut

iziileti gyulladasban szenvedd egerekben (8A. dbra).
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8. abra Kromatin modosito enzimek eltéro expresszioja RA betegekben. (A) A hétérkép kezelésben
még nem részesiilt RA betegek (n=3) PBMC-ben kimutathaté génexpressziobeli eltéréseit abrazolja,
korban és nemben illeszkedd egészséges kontrollokhoz hasonlitva. A vords négyzetek az upregulalt, a
z06ldek pedig a downregulalt géneket jelzik. (B) Kezelésben még nem részesiilt (n=15) (az abran a fekete
oszlopok jelzik) és (C) MTX-terapiaban részesiilé RA betegek (n=10) (harantcsikolt oszlopok) RNS-
ének qRT-PCR vizsgalata. A mért Ct értékek normalizdlasahoz P-aktin gént hasznaltuk belsd
kontrollként. Az Aurora kinaz A és B expresszids szintjét korban és nemben illeszkedd egészséges
kontrollokhoz hasonlitottuk (n=8) (fehér oszlopok) (B és C panel). A szignifikanciaszintek a kdvetkezok
voltak: * P<0.05, **P<0.01.

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

és koziiliik ketté (HDACI és SETDB?2) szintén downregulalt volt PGIA-s egerekben.

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

betegekben mindkét Aurora kinaz expresszidja szignifikdnsan csokkent volt (8C. abra).

Annak a kérdésnek a tisztazasara, hogy mely sejttipus(ok) mutatnak modosult Aurora
kinaz expressziot iziileti gyulladdsban, a PGIA-s egerek Iépsejtjeibél T- és B-limfocitakat
izolaltunk, és igy az egyes limfocitatipusokon megismételve a vizsgélatot azt talaltuk, hogy a
T-sejtekben volt alacsonyabb az expresszio szintje. Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
mononukledris sejttipusok koziil a B limfocitdk jelenthetik az Aurora kinazok fokozott
expressziojanak forrasat iziileti gyulladasban. Tovabbi kisérleteink azt mutattak, hogy mindkét
enzim génjének expresszioja szignifikdnsan emelkedik a PGIA-s egerek csontveldjében, de a

nyirokcsomékban nem.

5.3.2 A hiszton H3 Aurora kinazok altali foszforilacidgja iziileti gyulladasban

A hiszton H3 foszforilacidja kromatin kondenzéciot és azt kovetd mitdzist okoz, amely

megnovekedett B-sejt aktivitast eredményezhet iziileti gyulladdsos egerekben. Western blot-
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analizist végeztiink egér B-limfocitdkbol szarmazd tisztitott sejtlizatumokkal ¢és kindz-
specifikus antitestekkel, hogy megvizsgaljuk, az Aurora kinazok fokozott expresszioja egyuttal
magasabb fehérje-szintet is eredményezett-e. Megallapitottuk, hogy a kinaz-specifikus jelek az
artritises egerekben erdsek, mig a kontrollcsoportban szinte kimutathatatlanok voltak (7C.
abra). Az atény, hogy az Aurora kinaz A és B szelektiven foszforilaljak a H3 hisztont a 10-es
szerinen (106), lehetévé teszi e kindzok enzimatikus aktivitdsanak értékelését. Megallapitottuk,
hogy a 10-es szerin foszforilacios szintje legalabb 7-szer magasabb volt az iziileti gyulladasban

szenvedo egerekben a kontroll allatokhoz képest (7D. abra).

5.3.3 Az Aurora kinazok megnovekedett expresszioja arthritis-specifikus, és a

polyarthritis akut fazisaval mutat osszefiiggést a RA allatmodelljeiben

Korabbi kisérleteink nem tudtdk tisztdzni a kérdést, hogy vajon az Aurora kinazok
expresszidjanak ezen valtozésai specifikusak-e az iziileti gyulladassal 6sszefliggd 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 immunizalds immunreakciot valthat ki
ezekben az egerekben (69)); mig a DBA/1J egér torzs érzékeny a CIA-ra ¢€s ellenallé a PGIA-
val szemben. A BALB/c egerek human PG-vel vagy Cll-vel torténdé immunizaldsa utan az
Aurora kindz A ¢és B expresszios szintjét QRT-PCR alkalmazasaval mértiik (9A és 9B. abra).
Bar a CII elsé injekciojat kovetden mindkét Aurora kindz kozepesen megndvekedett
expresszios aranyat tapasztaltuk, a késébbi immunizaciok mar nem véltoztattdk meg az
expresszio szintjeit, amelyek a hetedik hétre egymas utan visszatértek az alapszintre. Az
expresszios mintazat jelentdsen kiilonbozott a PG immunizalas esetén, amely az Aurora kinaz
expresszidjanak fokozatos ndvekedését valtotta ki. Az expresszids szintek az iziileti gyulladés
kezdetén voltak a legmagasabbak.

A CIA modell DBA/1J egerekben megerdsitette az Aurora kindz ezen expresszios
mintazatat. Ahogy az egereknél fokozodtak a CIA tiinetei, ezzel parhuzamosan mindkét Aurora
kinaz transzkriptum-szintje fokozatosan emelkedett (9C és 9D. abra).

Végiil kiprobaltuk, hogy a PG immunizalas képes-e stimuldlni 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
ClII-vel immunizalt BALB/c egereknél volt detektalhat6.

Osszességében az Aurora kindzok expresszidjanak folyamatos ndvekedését tapasztaltuk

az iziileti gyulladas megjelenéséig, vagy kozvetleniil az iziileti gyulladds megjelenése eldtti
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id6pontig, amikor a csticsexpressziot észleltiik. A betegség kronikus fazisaban azonban az

expresszio alapszintre csokkent (9E. dbra).
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9. abra Az Aurka és Aurkb expresszioja PGIA-s és CIA-s egerekben. (A és B) Az Aurora kinazok
expresszios szintjének valtozasa BALB/c egerek B sejtjeiben PG-nal (folytonos vonal), illetve Cll-nel
(szaggatott vonal) végzett ismételt immunizalast kovetéen (n=6). (C és D) Az Aurora kindzok
expresszios szintjének valtozasa DBA/1J egerek B sejtjeiben PG-nal, illetve Cll-nel végzett ismételt
immunizalast kovetden (n=6). A folytonos vonal az Aurora kinazok CII immunizalast kovetd, a
szaggatott vonal a PG immunizalast kdvetd expressziojat mutatja. (E) Az Aurora kinazok expresszidja
a PGIA kialakulasa és progresszidja soran BALB/c egerekben. Az arthritis klinikai tiinetei 9—10 nappal
a 3. immunizalas utan jelentkeztek. Kontrollként DDA-val oltott BALB/c egereket hasznaltunk. RNS-t
alkalmanként 3-4 egér B sejtjeibdl izolaltunk, a Ct értékek normalizalasahoz a B-aktin gént hasznaltuk.
A szignifikanciaszintek a kovetkezok voltak: * P<0.05, **P<(.01. Az immunizalas idépontjait minden

panelen a nyilak jeldlik.

5.3.4 PGIA-s egerek profilaktikus és terapias kezelése az Aurora Kinaz inhibitor VX-
680-nal

A VX-680 mindkét Aurora kinaz specifikus gatldja (107), amely - poliploiditast okozva
- végiil apoptotikus sejthalalhoz vezet (108).

A VX-680 hatasat eldszor az artritises BALB/c egerekbdl izolalt 1épsejtkulturan
vizsgaltuk. 300 pM VX-680 az apoptozist eldsegitd pS3 transzkripcios faktor és a Puma gének
megnovekedett expressziojat okozta (109), melyhez a 1€psejtek csokkent életképessége tarsult.

Kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a VX-680 vajon képes-e
megakadalyozni az iziileti gyulladas kialakulasat PGIA egerekben (10. abra). 6-7 nappal az

izlileti gyulladas varhato megjelenése elott kezdtiik beadni a VX-680-at, és a kisérlet végéig
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folytattuk a kezelést (10A. abra). A qRT-PCR ¢és a hiszton foszforilacids vizsgalatok azt
mutattak, hogy a VX-680 kezelés csokkentette mind a két Aurora kinaz expresszidjat, és azok
aktivitasat is (10B és 10C. abra). Az 6ssz B-sejtszam (CD19 +) is szignifikdnsan csokkent a

kezelt allatokban (49.2+1.3% -r6l 38.4+2.8% -ra; P=0.0044).
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10. Abra PG-nal immunizalt egerek profilaktikus VX-680 kezelése. (A) A kezelést a 3. immunizalas
utan 4 nappal kezdtiik, és 2 héten at folytattuk 40 mg/kg VX-680-nal, illetve a kontrollcsoport esetében
csak vivéanyaggal (n=10 mindkét csoportban). A kezelések idépontjait a nyilak mutatjak. (B) Az Aurora
kinazok génexpresszidja. A Ct értékek normalizalasdhoz a B-aktin gént hasznaltuk, a kontrollcsoportban
mért expressziot tekintettiik 1-szeres értéknek. (C) Az Aurka, Aurkb és H.H3-P immundetektalasa B
sejtekben. A panel harom fiiggetlen kisérlet egyikének eredményét abrazolja. Toltési kontrollként
Gapdh és H.H3 antitesteket hasznaltunk. A szignifikanciaszintek a kovetkezOk voltak: * P<0.05,

**P<0.01.

A PGIA-szel szembeni terapias potencial értékeléséhez megkezdtik a VX-680 (vagy
vivéanyag, mint placebo) beadasat az iziileti gyulladas elsd jeleit kdvetden, amit minden
masnap folytattuk a kisérlet végéig (11. dbra). A periférias iziiletek duzzanata szignifikdnsan
csokkent a VX-680-nal kezelt allatokban a kontroll csoporthoz képest. A vizsgalataink

crer

csokkent foszforilacigjat (11B és 11C. abra).
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11. abra A mar kialakult PGIA kezelése. (A) Az arthritises egereket (n=9 mindkét csoportban,
atlagosan 2.5-es arthritis score) 50 mg/kg VX-680-nal, illetve a kontrollcsoport esetében csak
vivoanyaggal kezeltiik 10 napig. A kezelések idOpontjait a nyilak mutatjdk. A gyulladt csuklo- és
bokaiziiletek vastagsagat mikrokaliperrel mértiik, a valtozast az y tengelyen abrazoltuk. (B) Az Aurora
kinazok génexpresszidja a kisérlet 11. napjan. A sziirke oszlopok jelzik a vivOanyaggal kezelt
kontrollcsoportot, a fekettk a VX-680-nal kezelt egereket (n=4 mindkét csoportban). A
kontrollcsoportban mért expressziot tekintettiik 1-szeres értéknek, a Ct értékek normalizalasahoz a -
aktin gént hasznaltuk. (C) A H.H3-P immundetektalasa B sejtekben. Harom fliggetlen kisérlet egyikének
eredménye lathato. Toltési kontrollként H.H3 antitestet hasznaltunk. A szignifikanciaszintek a
kovetkezok voltak: * P<0.05, **P<0.01.

A terapias kezelés végén (11. nap) megnovekedett szamu aktiv kaszpaz 3+ B-limfocitat
detektaltunk, ami arra utal, hogy a VX-680 apoptotikus eseményeket indukalt a B-sejtekben
(12A és 12B. 4bra). Osszességében az apoptotikus CD19+ sejtek szama 4.66+1.88% -rol
28.5743.5% -ra (P=0.00048) nétt, €s 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) ardnya megemelkedett a VX-
680-tal kezelt egerek Iépében (12A—D. dbra). Kimutattuk a B-sejtek szamanak csokkenését
(mind a B1 [IgM magas/IgD alacsony], mind a B2 [IgD magas/IgM alacsony] alcsoportokban)
a lépben és a csontveldben, de a nyirokcsomokban nem (12F. dbra). A CD19+CD138+ B sejtek

(antitestet szekretald plazmablasztok és plazmasejtek) aranya azonban nem csokkent.
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12. abra Az arthritises egerek VX-680 kezelése B lymphocyta apoptozist indukal és csokkenti a B
sejtek szamat a lépben és csontvelében. (A-D) A 1ép lymphocytainak kaszpaz 3-medialt apoptozisa
VX-680 kezelést kovetden a kisérlet 11. napjan, a kontrollcsoport eredményeivel dsszehasonlitva. (E—
G) A BI és B2 alcsoportok tovabbi vizsgalata a VX-680-nal, illetve vivéanyaggal kezelt egerek (E)

1épében, (F) iziiletet drendl6d nyirokcsomojaban és (G) csontveldjében. A panel 3-5 fiiggetlen kisérlet
egyikének eredményét abrazolja.
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6 MEGBESZELES

6.1 1. vizsgalat: RA-re hajlamosito gének jelentoségének vizsgalata emberekben és

megfelel6 allatmodellekben

Az allatmodellek oriasi jelentdséggel 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 leginkdbb a RA-re. A PGIA-ban jellemzé 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 torzseket, MHC-
illesztett, arthritisre fogékony és arthritisszel szemben ellenallé egereket hasznaltunk, hogy az
MHC dominans hatasat kikiiszoboljiik.

A 3-as egérkromoszoman taladlhatd Pgia26/Cia5/mCia2l/Eae3 (az emberi 1-es
kromoszéman 1évé PTPN22/CD2-nek felel meg) és a 2-es egérkromoszoman taldlhato
Pgia2/Cia2/Cia3 lokusz (az emberi 9-es kromoszoéman 1évé TRAF 1/C5-nek felel meg) részletes
vizsgélata soran sikeriilt néhany génmutéaciot azonositani, melyek egy részét korabban nem
hoztak kapcsolatba arthritisszel. Azonban nem csupan a genomi egyezés, hanem a megegyezd
funkcionalis hiba azonositasara is sziikség van ahhoz, hogy ezen géneknek a RA kialakulasaban
betoltott szerepét megerdsithessiik.

Munkénkat nagy teljesitményti szekvenciaanalizissel folytattuk, szem el6tt tartva, hogy
a miénk csak egyetlen a szamos lehetséges mod koziil, mely lehetdvé teszi a RA-hez tarsuld

genetikai eltérések azonositasat.

6.2 2. vizsgalat: RA-s betegek vaszkularis korfolyamataihoz tarsuld génexpresszios

mintazat tanulmanyozasa

Ismert, hogy a RA akcelerdlt atherosclerosissal, valamint megnovekedett
kardiovaszkularis morbiditassal és mortalitassal jar (40,60,110,111). HLA és nem-HLA gének
egyarant allhatnak a RA-re (4,14,112) és az atherosclerosisra (113-115) valé hajlam hatterében,
valamint a kozds genetikai rizikotényezok szerepe is felmeriilt a két korkép esetében (116-118).
Bar egyes SNP-ket -HLA-DRBI (114,116,119) és nem HLA (117,118) - talaltak a RA-el6idézte

atherosclerosis hatterében, korabban egyetlen komplex genomikai study sem vizsgalta a RA
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kardiovaszkularis korfolyamatait. Ugyszintén nem vizsgaltak az anti-TNF kezelés vaszkularis
funkcidkra gyakorolt hatdsat RA-ben. Ezért folytattunk egy pilot study-t, melyben klinikai
adatokat, vaszkularis korfolyamatokat vetettiink 6ssze a génexpresszids mintazattal.

Eltéré regulacios mintazatot talaltunk mind a vaszkularis patoldgidval, mind pedig a
TNF-gatlokra adott klinikai és vaszkularis valasszal 6sszefliggésben. Korabban tobb - HLA-t,
proinflammatorikus cytokineket, autoimmunitashoz és gyulladashoz kapcsol6édd molekulakat
koédolo géneket érint6- SNP-t azonositottak a RA-eldidézte atherosclerosis hatterében, sajat
tanulmanyunk is hasonld eredményt hozott. Korabban viszont nem tértént komplex genomikai
vagy genetikai vizsgalat biologiai terapiaban részesiild betegeken, melyhez eredményeinket
hasonlithattuk volna.

Koros (alacsony) FMD-vel rendelkez6 betegek esetében néhany, kéros (magas) IMT-jli
betegek esetében tobb gén mutatott eltérd expresszids mintazatot. A >2x-es valtozast tekintettiik
szignifikansnak. Koros (alacsony) PWV-ji betegek esetében 1 gén szignifikans up- €s 1 gén
asszocialtak voltak, de akadtak koztiik cytokin, adhézios 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 koziiliik 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 terapidra adott FMD, PWV
vagy GVR vélasszal. Itt az eltérd expresszios mintazat féként az immunoglobulin és HLA
gének esetében volt megfigyelhetd, az egyéb érintett gének kozott voltak cytokin, chemokin és
interferon gének.

Vizsgalatunk els6 részében 2 vanin gén (VNNI, VNN2) is eltéré expressziot mutatott.
Ezek szerepe kordbban felmeriilt bizonyos autoimmun betegségek (120) és atherosclerosis
hatterében 4llo vaszkularis folyamatok és fibrosis esetén (121), de a RA patogenezisében
betotott szerepiik ismeretlen.

Szamos interferon gén (pl. IF144, IFITI, IFITM3, IRF5) mutatott eltérd expresszios
mintdzatot vizsgalatunk mindkét részében. Koziilik az IRFS kapcsolata ismert a RA
kardiovaszkularis szovédményeivel (122).

A neurofilament konnyti lanc (NEFL) gén szignifikdns korrelaciot mutatott az FMD,

IMT, PWV ¢és GVR valaszokkal. A neurofilament fehérjék kapcsolata az SLE idegrendszeri
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manifesztacioival ismert (123), ezenkiviil a RA-s synovialis cytoskeletonban is kimutathatok
(124).

A leucinban gazdag ismétlddd neurondlis fehérje 3 (LRRN3) génexpresszidja eltérd volt
koros IMT-vel és PWV-vel rendelkezé RA-soknél. A leucinban gazdag ismétlodé kinazoknak
(LRRK) az oregedésben, illetve kiilonféle megbetegedésekben (RA, egyéb arthritisek,
neuroinflammacid) van szerepiik (125).

A protoonkogén JUN gén eltérd expressziojat észleltik FMD-20% és PWV-20%
valasznal. A Jun, c-Jun N-terminalis kindz (JNK) és a RA, illetve atherosclerosis patogenezise
kozti kapcsolat régdta ismert (126-129).

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

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

6.3 3. vizsgalat: Az epigenomot befolyasolo faktorok, kiilondsen az Aurora kinaz A és

B expressziojanak vizsgalata arthritises egerek és RA betegek immunsejtjeiben

A RA vonatkozasaban végzett korabbi epigenetikai vizsgalatok nagy részét synovialis
fibroblastokon végezték (130). Ezen vizsgalatok megallapitottdk, hogy DNS-hipometilacio
(131) és bizonyos hisztonmddositok megndvekedett expresszidja (132,133) jellemzi ezeket az
aktivalt synovialis sejteket. Ezek a hisztonmodositok fokozzak a proinflammatorikus cytokinek
termelését, valamint serkentik az immunkompetens sejtek bejutdsat a synoviumba (134).
Tanulmanyunkban az arthritis-specifikus expresszios valtozasokat vizsgaltuk indukalt iziileti
gyulladésban szenvedd egerekbdl és RA betegekbdl izolalt mononukledris sejtekben. 14 olyan
gént talaltunk, melyek expresszioja szignifikansan ndvekedett, vagy csokkent az 6sszes vizsgalt
RA beteg esetében.

Elészor azonositottuk az Osszes olyan kromatin mddositd enzimcsaladot, amelyek
szerepet jatszhatnak az autoimmun iziileti gyulladasban (7. és 8. abra). Ide tartoznak a hiszton
kinazok (AURKA, AURKB ¢és NEK®6), acetiltranszferazok (ESCOZ2 és KAT2B), deacetilazok
(HDACI ¢és HDACII), metiltranszferazok (SETD6, SETDB2 és PRMT6), demetilazok
(KDMS5C és KDM6-B) és a proteindegradaciot eldsegitd ubiquitin ligdzok (DZIP3 és UBE2B).
Ezek koziil szamos gén rendelkezik olyan enzimtermékekkel, amelyek olyan aktivalo vagy
represszald funkcioval rendelkeznek, mellyel képesek modulalni az NF-kB transzkripcios
faktor aktivitasat. Mivel ismert, hogy a RA-t szamos NF-kB 4altal regulélt proinflammatorikus
cytokin szabdlyozza, ezért redlisan mertilt fel ezen gének szerepe RA-ben. Példaul a H.H3-P

fontos epigenetikus szignal az NF-kB szdmos cytokin gén promoteréhez torténd rekrutaldsa
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szempontjabol (135). A SETD6, amely az NF-kB utvonal ismert negativ szabalyozoja, az iziileti
gyulladasban down-regulalt (136). A SETD6-nak az iziileti gyulladas patogenezisében jatszott
jelentdségét tamasztja ala az a tény, hogy kolcsonhatasba 1éphet a NEK6-tal és az Aurora
kinazokkal (137), amelyeket iziileti gyulladast eldsegité génekként azonositottunk. Mas gének,
mint a HDACI1 és a KDM6B, masképpen befolyasolhatjak a gyulladasos utvonalakat. A
HDACII fokozott expresszidja elnyomja a gyulladdsgatld IL-10-et, erdsitve az antigén-
prezentaciot, ezaltal jelentds szerepet jatszik az autoimmunitas kialakuldsdban (138). A
KDM©6B eliminélja az erds repressziv epigenetikus transzkripcids jeleket (azaz a hiszton H3
K27 tri-metilaciot), fokozott expresszidja a makrofag aktivacioban jatszik szerepet (139).

Bar az 0sszes fent emlitett enzimet elsGsorban hisztonmodositonak tekintik, szamos
tanulmany szerint mas intracelluléaris fehérjéket is megcélozhatnak. Példaul a NEK6 képes
foszforilalni a STAT3 transzkripcios faktort (140), amelyrdl ismert, hogy szerepet jatszik az
IL-6 cytokincsaldd indukcidjaban (141,142). Ezért a célgének azonositasa, valamint az egyes
enzimek kozotti komplex szabalyozo haldzat feltarasa feltétlentil sziikséges az iziileti gyulladas
epigenetikus komponenseinek teljes megértéséhez. Munkank megtette az els6 1épéseket ebben
az iranyban. Kimutattuk - a RA kiilonb6z6 egérmodelljeinek alkalmazéasaval -, hogy az Aurora
kinazok fokozott expresszidja nem része a limfocitdk fiziologas aktivaciojanak ¢és
differencidlodasanak, hanem kifejezetten specifikus az iziileti gyulladasra. Noha az egerek T-
sejtjeiben és B-sejtjeiben egyarant megnovekedett az Aurora kindzok expresszidja, a B
sejtekben koriilbeliil kétszer akkora expressziot észleltiink, ami arra utal, hogy a patologikus
mértékben fokozott Aurora kindz expresszid a B sejtekre jellemzd. Az Aurora kinazok a hiszton
H3 foszforilacidjaval fokozzak a B-sejtek aktivitdsat az iziileti gyulladdsban 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 platozott, majd csokkenni kezdett. Egyes NF-xB altal kontrollalt gének
szabalyozasaban valo részvételiik (135) miatt észszerl az a feltételezés, hogy az Aurora kinazok
jelentds szerepet jatszhatnak az iziileti gyulladds patogenezisében.

A specifikus Aurora kindz inhibitorral, a VX-680-nal végzett profilaktikus kezelés
késleltette az arthritis kifejlodésének kezdetét, a terapias alkalmazas pedig jelentdsen
csOkkentette az iziileti gyulladas sulyossagat. Bizonyitani tudtuk, hogy a VX-680 kezelés
elésegitette a B-sejtek elimindcidjat a B-sejtek apoptozisanak indukcidjaval. Az autoantitestek
szintjének jelentds csokkenését nem figyeltiik meg a B-sejtek apoptozisaval dsszefliggésben,
valoszinlileg azért, mert az autoantitestek felezési ideje hosszu. Ezen hipotézis bizonyitasahoz

azonban lényegesen hosszabb kezelési periodusra, vagy a VX-680-nal kezelt B-sejtek adaptiv
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transzferére lenne sziikség immunglobulin deficiens egerekbe, ami messze meghaladta
tanulmanyunk kereteit. Az anti-CD20 kezelés eredményessége az anti-TNF terdpiara rezisztens
RA-ben ugyancsak hangsulyozza eredményeink jelentdségét (27).
VX-680 kezelés nem vezetett jelentds T-sejt apoptozishoz. Feltételezhetéek tovabbi anti-
apoptotikus faktorok, amelyek kivédik a VX-680 hatasat az aktivalt T-sejtekben.

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

ezek a kinazok igéretes farmakologiai célpontot jelenthetnek RA-ben.
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7  KOVETKEZTETESEK, UJ MEGALLAPITASOK ES KLINIKAI
JELENTOSEG

A RA korfolyamaténak jobb megértése lehetové teszi 0j terapids stratégidk fejlesztését.
Bar egyre tobbet tudunk a genetikai ¢és koOrnyezeti tényezOk szerepérél a RA

etiopatogenezisében, szamos kérdés var még tisztazasra.

Az utdbbi évtizedekben 1j perspektivak nyiltak a reumatologiai gyogyszerfejlesztésben,
ugyanakkor tovabbra is szamos esetben tapasztalhato terapias hatastalansag vagy éppen olyan
sulyos gyogyszermellékhatéds, amely a kezelés elhagyasat teszi sziikségessé. Kovetkezésképp

tovéabbra is 6Oridsi sziikség van az 0j terapias lehetéségekre.

Jelen tézis 3 vizsgalat eredményeit foglalja 6ssze, melyekben a rheumatoid arthritis

etiopatogenezisét és egy igéretes kezelési lehetdséget vizsgaltunk.

A klinikai jelentdség és az 1) megallapitasok az alabbiakban kévetkeznek:

1. vizsgalat

Olyan kongenikus ¢és szubkongenikus torzseket hoztunk 1étre, melyek lehetévé teszik a 3-
as egérkromoszoman talalhat6 Pgia26 (az emberi 1-es kromoszoéman 1évé PTPN22/CD2-
nek felel meg) és a 2-es egérkromoszéman taldlhatd Pgia2 (az emberi 9-es kromoszéman
1év6 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 lehetéség nyilhat az wjonnan azonositott
génmutaciok funkciondlis vizsgéalatira, mely hosszabb tdvon az emberi kérfolyamat jobb

megismeréséhez vezethet.
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2. vizsgalat

Lefolytattuk az els6 olyan komplex genomikus vizsgéalatot, mely a RA-hez tarsuld
kardiovaszkularis korfolyamatokra, valamint az anti-TNF kezelésre adott klinikai ¢€s
vaszkularis valaszra fokuszalt. Vizsgalatunk MHC, cytokin, adhézids molekula, integrin és
interferon gének esetén igazolt a vaszkularis patologiaval Osszefiiggésbe hozhatd eltérd
expresszios mintazatot. A TNF-gatlokra adott valasszal 6sszefliggésben immunoglobulin,
HLA, cytokin, chemokin ¢€s interferon gének megvaltozott expresszioja volt észlelhetd. A
vizsgalatokat folytatva lehetdvé valik az RA-asszocialt atherosclerosis hatterének, valamint

a TNF-inhibitorok hatdsmechanizmusanak jobb megértése.

3. vizsgalat

e Elsoként azonositottuk az 0Osszes kromatin modositd enzimcsaladot, mely
Osszefliggésbe hozhatd autoimmun arthritisszel. Ezek legtobbjét mar vizsgaltdk
karcinogenezissel 0Osszefliggésben, azonban az arthritis patogenezisében vald
jelentdségiik 1j, korabban sosem vizsgaltak.

e Bebizonyitottuk, hogy az Aurora kinaz inhibitor VX-680 alkalmazasaval kedvezdbbé
valik a PGIA kimenetele, emiatt ez egy igéretes 0j jeloltje lehet a reumatologiai

gyogyszerfejlesztésnek.

41



IRODALOMJEGYZEK

Alamanos Y, Drosos AA: Epidemiology of adult rheumatoid arthritis. Autoimmun

Rev 2005;4(3):130-6.

Cooles FA, Isaacs JD: Pathophysiology of rheumatoid arthritis. Curr Opin
Rheumatol 2011;23(3):233-40.

Klareskog L, Padyukov L, Lorentzen J, Alfredsson L: Mechanisms of disease: Genetic
susceptibility and environmental triggers in the development of rheumatoid

arthritis. Nat Clin Pract Rheumatol 2006;2(8):425-33.

Kurké J, Besenyei T, Laki J, Glant TT, Mikecz K, Szekanecz Z: Genetics of
rheumatoid arthritis - a comprehensive review. Clin Rev Allergy Immunol 2013;

45(2):170-9.

Klareskog L, Padyukov L, Alfredsson L: Smoking as a trigger for inflammatory
rheumatic diseases. Curr Opin Rheumatol 2007;19(1):49-54.

Padyukov L, Silva C, Stolt P, Alfredsson L, Klareskog L: A gene-environment
interaction between smoking and shared epitope genes in HLA-DR provides a high

risk of seropositive rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2004;50(10):3085-92.

van der Woude D, Alemayehu WG, Verduijn W, de Vries RR, Houwing-Duistermaat
JJ, Huizinga TW, Toes RE: Gene-environment interaction influences the reactivity

of autoantibodies to citrullinated antigens in rheumatoid arthritis. Nat Genet 2010;

42(10):814-6; author reply 816.

Szodoray P, Szabo Z, Kapitany A, Gyetvai A, Lakos G, Szant6 S, Sziics G, Szekanecz
Z: Anti-citrullinated protein/peptide autoantibodies in association with genetic and
environmental factors as indicators of disease outcome in rheumatoid arthritis.

Autoimmun Rev 2010;9(3):140-3.

42



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Szekanecz Z, Soos L, Szabo Z, Fekete A, Kapitany A, Végvari A, Sipka S, Sziics G,
Szant6 S, Lakos G: Anti-citrullinated protein antibodies in rheumatoid arthritis: as

good as it gets? Clin Rev Allergy Immunol 2008;34(1):26-31.

Ballestar E: Epigenetic alterations in autoimmune rheumatic diseases. Nat Rev

Rheumatol 2011;7:263-71.

MacGregor AJ, Snieder H, Rigby AS, Koskenvuo M, Kaprio J, Aho K, Silman AlJ:
Characterizing the quantitative genetic contribution to rheumatoid arthritis using

data from twins. Arthritis Rheum 2000;43(1):30-7.

Kapitany A, Zilahi E, Szant6 S, Sziics G, Szabd Z, Végvari A, Rass P, Sipka S, Szegedi
G, Szekanecz Z: Association of rheumatoid arthritis with HLA-DR1 and HLA-DR4
in Hungary. Ann N Y Acad Sci 2005;1051:263-70.

van der Helm-van Mil AH, Wesoly JZ, Huizinga TW: Understanding the genetic
contribution to rheumatoid arthritis. Curr Opin Rheumatol 2005;17(3):299-304.

Gregersen PK, Silver J, Winchester RJ: The shared epitope hypothesis. An approach
to understanding the molecular genetics of susceptibility to rheumatoid arthritis.

Arthritis Rheum 1987;30(11):1205-13.

du Montcel ST, Michou L, Petit-Teixeira E, Osorio J, Lemaire I, Lasbleiz S, Pierlot C,
Quillet P, Bardin T, Prum B, Cornelis F, Clerget-Darpoux F: New classification of
HLA-DRBI alleles supports the shared epitope hypothesis of rheumatoid arthritis
susceptibility. Arthritis Rheum 2005;52(4):1063-8.

Gyetvai A, Szekanecz Z, Soos L, Szabo Z, Fekete A, Kapitany A, Teodorescu M, Sipka
S, Szegedi G, Lakos G: New classification of the shared epitope in rheumatoid

arthritis: impact on the production of various anti-citrullinated protein antibodies.

Rheumatology (Oxford) 2010;49(1):25-33.

Plenge RM, Seielstad M, Padyukov L, Lee AT, Remmers EF, Ding B, Liew A, Khalili
H, Chandrasekaran A, Davies LR, Li W, Tan AK, Bonnard C, Ong RT, Thalamuthu A,

43



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Pettersson S, Liu C, Tian C, Chen WV, Carulli JP, Beckman EM, Altshuler D,
Alfredsson L, Criswell LA, Amos CI, Seldin MF, Kastner DL, Klareskog L, Gregersen
PK: TRAF1-CS5 as a risk locus for rheumatoid arthritis--a genomewide study. N
Engl J Med 2007;357(12):1199-209.

Farag6 B, Magyari L, Safrany E, Csongei V, Jaromi L, Horvatovich K, Sipeky C, Maasz
A, Radics J, Gyetvai A, Szekanecz Z, Czirjak L, Melegh B: Functional variants of
interleukin-23 receptor gene confer risk for rheumatoid arthritis but not for

systemic sclerosis. Ann Rheum Dis 2008;67(2):248-50.

Farago B, Talian GC, Komlosi K, Nagy G, Berki T, Gyetvai A, Szekanecz Z, Nyarady
Z, Kiss CG, Nemeth P, Czirjak L, Melegh B: Protein tyrosine phosphatase gene
C1858T allele confers risk for rheumatoid arthritis in Hungarian subjects.

Rheumatol Int 2009;29(7):793-6.

Besenyei T, Gyetvai A, Szabd Z, Fekete A, Kapitany A, Szodoray P, Laki J, Sods L,
Sipka S, Szegedi G, Lakos G, Szekanecz Z: Associations of HLA-shared epitope, anti-
citrullinated peptide antibodies and lifestyle-related factors in Hungarian patients
with rheumatoid arthritis: data from the first Central-Eastern European cohort.

Joint Bone Spine 2011;78(6):652-3.

Szekanecz Z, Koch AE: Update on synovitis. Curr Rheumatol Rep 2001;3(1):53-63.

Weissmann G: The pathogenesis of rheumatoid arthritis. Bul/l NYU Hosp Jt Dis
2006;64(1-2):12-5.

Panayi GS, Lanchbury JS, Kingsley GH: The importance of the T cell in initiating
and maintaining the chronic synovitis of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum

1992;35(7):729-35.

Wehrens EJ, Prakken BJ, van Wijk F: T cells out of control--impaired immune

regulation in the inflamed joint. Nat Rev Rheumatol 2013;9(1):34-42.

44



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Kobezda T, Ghassemi-Nejad S, Mikecz K, Glant TT, Szekanecz Z: Of mice and men:
how animal models advance our understanding of T-cell function in RA. Nat Rev

Rheumatol 2014;10(3):160-70.

Law SC, Street S, Yu CH, Capini C, Ramnoruth S, Nel HJ, van Gorp E, Hyde C, Lau
K, Pahau H, Purcell AW, Thomas R: T-cell autoreactivity to citrullinated
autoantigenic peptides in rheumatoid arthritis patients carrying HLA-DRB1
shared epitope alleles. Arthritis Res Ther 2012;14(3):R118.

Nakken B, Munthe LA, Konttinen YT, Sandberg AK, Szekanecz Z, Alex P, Szodoray
P: B-cells and their targeting in rheumatoid arthritis--current concepts and future

perspectives. Autoimmun Rev 2011;11(1):28-34.

Bjelle A, Norberg B, Sjogren G: The cytology of joint exudates in rheumatoid
arthritis. Morphology and preparation techniques. Scand J Rheumatol
1982;11(2):124-8.

Szekanecz Z, Pakozdi A, Szentpetery A, Besenyei T, Koch AE: Chemokines and
angiogenesis in rheumatoid arthritis. Front Biosci (Elite Ed) 2009;1:44-51.

Silman AJ, MacGregor AJ, Thomson W, Holligan S, Carthy D, Farhan A, Ollier WE:
Twin concordance rates for rheumatoid arthritis: results from a nationwide study.

Br J Rheumatol 1993;32(10):903-7.

Karlson EW, Deane K: Environmental and gene-environment interactions and risk

of rheumatoid arthritis. Rheum Dis Clin North Am 2012;38(2):405-26.
Costenbader KH, Gay S, Alarcon-Riquelme ME, laccarino L, Doria A: Genes,
epigenetic regulation and environmental factors: which is the most relevant in

developing autoimmune diseases? Autoimmun Rev 2012;11(8):604-9.

Nakano K, Whitaker JW, Boyle DL, Wang W, Firestein GS: DNA methylome
signature in rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis 2013;72(1):110-7.

45



34.

35.

36.

37.

38.

39.

Liu Y, Aryee MJ, Padyukov L, Fallin MD, Hesselberg E, Runarsson A, Reinius L,
Acevedo N, Taub M, Ronninger M, Shchetynsky K, Scheynius A, Kere J, Alfredsson
L, Klareskog L, Ekstrom TJ, Feinberg AP: Epigenome-wide association data
implicate DNA methylation as an intermediary of genetic risk in rheumatoid

arthritis. Nat Biotechnol 2013;31(2):142-7.

Van Doornum S, Mc Coll G, Wicks IP: Accelerated atherosclerosis: an

extraarticular feature of rheumatoid arthritis? Arthritis Rheum 2002;46:862-73.

Hollan I, Meroni PL, Ahearn JM, Cohen Tervaert JW, Curran S, Goodyear CS, Hestad
KA, Kahaleh B, Riggio M, Shields K, Wasko MC: Cardiovascular disease in

autoimmune rheumatic diseases. Autoimmun Rev 2013;12(10):1004-15.

Sherer Y, Shoenfeld Y: Mechanisms of disease: atherosclerosis in autoimmune

diseases. Nat Clin Pract Rheumatol 2006;2(2):99-106.

Peters MJ, Symmons DP, McCarey D, Dijkmans BA, Nicola P, Kvien TK, Mclnnes IB,
Haentzschel H, Gonzalez-Gay MA, Provan S, Semb A, Sidiropoulos P, Kitas G,
Smulders YM, Soubrier M, Szekanecz Z, Sattar N, Nurmohamed MT: EULAR
evidence-based recommendations for cardiovascular risk management in patients

with rheumatoid arthritis and other forms of inflammatory arthritis. Ann Rheum

Dis 2010;69(2):325-31.

Del Rincon I, Williams K, Stern MP, Freeman GL, O'Leary DH, Escalante A:
Association between carotid atherosclerosis and markers of inflammation in
rheumatoid arthritis patients and healthy subjects. Arthritis Rheum
2003;48(7):1833-40.

46



40.

41.

42.

43.

Agca R, Heslinga SC, Rollefstad S, Heslinga M, Mclnnes IB, Peters MJ, Kvien TK,
Dougados M, Radner H, Atzeni F, Primdahl J, S6dergren A, Wallberg Jonsson S, van
Rompay J, Zabalan C, Pedersen TR, Jacobsson L, de Vlam K, Gonzalez-Gay MA, Semb
AG, Kitas GD, Smulders YM, Szekanecz Z, Sattar N, Symmons DP, Nurmohamed MT:
EULAR recommendations for cardiovascular disease risk management in patients
with rheumatoid arthritis and other forms of inflammatory joint disorders:

2015/2016 update. Ann Rheum Dis 2017;76(1):17-28

Aletaha D, Neogi T, Silman AJ, Funovits J, Felson DT, Bingham CO 3rd, Birnbaum
NS, Burmester GR, Bykerk VP, Cohen MD, Combe B, Costenbader KH, Dougados M,
Emery P, Ferraccioli G, Hazes JM, Hobbs K, Huizinga TW, Kavanaugh A, Kay J, Kvien
TK, Laing T, Mease P, Ménard HA, Moreland LW, Naden RL, Pincus T, Smolen JS,
Stanislawska-Biernat E, Symmons D, Tak PP, Upchurch KS, Vencovsky J, Wolfe F,
Hawker G: 2010 rheumatoid arthritis classification criteria: an American College
of Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initiative.

Ann Rheum Dis 2010;69(9):1580-8.

Smolen JS, Landewé¢ R, Breedveld FC, Buch M, Burmester G, Dougados M, Emery P,
Gaujoux-Viala C, Gossec L, Nam J, Ramiro S, Winthrop K, de Wit M, Aletaha D,
Betteridge N, Bijlsma JW, Boers M, Buttgereit F, Combe B, Cutolo M, Damjanov N,
Hazes JM, Kouloumas M, Kvien TK, Mariette X, Pavelka K, van Riel PL, Rubbert-
Roth A, Scholte-Voshaar M, Scott DL, Sokka-Isler T, Wong JB, van der Heijde D:
EULAR recommendations for the management of rheumatoid arthritis with
synthetic and biological disease-modifying antirheumatic drugs: 2013 update. Ann

Rheum Dis 2014;73(3):492-509.

Szekanecz Z, Szamosi Sz: A rheumatoid arthritis kezelése szintetikus és biologiai
betegségmodosito gyogyszerekkel. (Az EULAR terapias ajanlasanak 2013-as
megujitasa). Immunol Szle 2014;VI(1-2):59-65.

47



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Smolen JS, Breedveld FC, Burmester GR, Bykerk V, Dougados M, Emery P, Kvien TK,
Navarro-Compan MV, Oliver S, Schoels M, Scholte-Voshaar M, Stamm T, Stoffer M,
Takeuchi T, Aletaha D, Andreu JL, Aringer M, Bergman M, Betteridge N, Bijlsma H,
Burkhardt H, Cardiel M, Combe B, Durez P, Fonseca JE, Gibofsky A, Gomez-Reino JJ,
Graninger W, Hannonen P, Haraoui B, Kouloumas M, Landewe R, Martin-Mola E,
Nash P, Ostergaard M, Ostor A, Richards P, Sokka-Isler T, Thorne C, Tzioufas AG, van
Vollenhoven R, de Wit M, van der Heijde D: Treating rheumatoid arthritis to target:
2014 update of the recommendations of an international task force. Ann Rheum Dis

2016;75(1):3-15.

Szekanecz Z, Szanto S, Szabo Z, Vancsa A, Szamosi S, Bodnar N, Sziics G: Biologics

- beyond the joints. Autoimmun Rev 2010;9(12):820-4.

Cronstein BN: Pharmacogenetics in the rheumatic diseases, from pret-a-porter to

haute couture. Nat Clin Pract Rheumatol 2006;2(1):2-3.

Davila L, Ranganathan P: Pharmacogenetics: implications for therapy in rheumatic

diseases. Nat Rev Rheumatol 2011;7(9):537-550.

Simkovics E, Gal, I., Szekanecz, Z: Farmakogenetika és farmakogenomika a

reumatologiaban. Magyar Reumatol 2007;48:20-9.

Szekanecz Z, Mesko B, Poliska S, Vancsa A, Szamosi S, Végh E, Simkovics E, Laki J,
Kurké J, Besenyei T, Mikecz K, Glant TT, Nagy L: Pharmacogenetics and
pharmacogenomics in rheumatology. /mmunol Res 2013;56(2-3):325-33.

Szekanecz Z: Farmakogenomika és biologiai terapia. Figyelo 2011;1/3:4-6.

48



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Carmena M, Ruchaud S, Earnshaw WC: Making the Auroras glow: regulation of
Aurora A and B kinase function by interacting proteins. Curr Opin Cell Biol
2009;21(6):796-805.

Dar AA, Goff LW, Majid S, Berlin J, El-Rifai W: Aurora kinase inhibitors--rising
stars in cancer therapeutics? Mol Cancer Ther 2010;9(2):268-78.

Lander ES, Linton LM, Birren B, Nusbaum C, Zody MC, Baldwin J, Devon K, Dewar
K, Doyle M, FitzHugh W, Funke R, Gage D, Harris K, Heaford A, Howland J, Kann L,
Lehoczky J, LeVine R, McEwan P, McKernan K, Meldrim J, Mesirov JP, Miranda C,
Morris W, Naylor J, Raymond C, Rosetti M, Santos R, Sheridan A, Sougnez C, et al:
Initial sequencing and analysis of the human genome. Nature 2001;409(6822):860-
921.

Lessard CJ, Ice JA, Adrianto I, Wiley GB, Kelly JA, Gaffney PM, Montgomery CG,
Moser KL: The genomics of autoimmune disease in the era of genome-wide

association studies and beyond. Autoimmun Rev 2012;11(4):267-75.

van den Berg WB: Lessons from animal models of arthritis over the past decade.

Arthritis Res Ther 2009;11(5):250.

Ahlqvist E, Hultqvist M, Holmdahl R: The value of animal models in predicting
genetic susceptibility to complex diseases such as rheumatoid arthritis. Arthritis Res

Ther 2009;11(3):226.

Bevaart L, Vervoordeldonk MJ, Tak PP: Evaluation of therapeutic targets in animal
models of arthritis: how does it relate to rheumatoid arthritis? Arthritis Rheum

2010;62(8):2192-205.

49



38.

59.

60.

61.

62.

Glant TT, Adarichev VA, Boldizsar F, Besenyei T, Laszlo A, Mikecz K, Rauch TA:
Disease-promoting and -protective genomic loci on mouse chromosomes 3 and 19
control the incidence and severity of autoimmune arthritis. Genes Immun

2012;13(4):336-45.

van Gestel AM, Prevoo ML, van 't Hof MA, van Rijswijk MH, van de Putte LB, van
Riel PL: Development and validation of the European League Against
Rheumatism response criteria for rheumatoid arthritis. Comparison with the
preliminary American College of Rheumatology and the World Health
Organization/International League Against Rheumatism Criteria. Arthritis Rheum

1996;39(1):34-40.

Kerekes G, Szekanecz Z, Dér H, Sandor Z, Lakos G, Muszbek L, Csip6 1, Sipka S,
Seres I, Paragh G, Kappelmayer J, Szomjak E, Veres K, Szegedi G, Shoenfeld Y,
Soltész P: Endothelial dysfunction and atherosclerosis in rheumatoid arthritis: a
multiparametric analysis using imaging techniques and laboratory markers of

inflammation and autoimmunity. J Rheumatol 2008;35(3):398-406.

Soltész P, Dér H, Kerekes G, Szodoray P, Sziics G, Danké K, Shoenfeld Y, Szegedi G,
Szekanecz Z: A comparative study of arterial stiffness, flow-mediated vasodilation
of the brachial artery, and the thickness of the carotid artery intima-media in

patients with systemic autoimmune diseases. Clin Rheumatol 2009;28(6):655-62.

Timar O, Soltész P, Szamosi S, Dér H, Szant6 S, Szekanecz Z, Sziics G: Increased
arterial stiffness as the marker of vascular involvement in systemic sclerosis. J

Rheumatol 2008;35(7):1329-33.

50



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Mikecz K, Glant TT, Poole AR: Immunity to cartilage proteoglycans in BALB/c
mice with progressive polyarthritis and ankylosing spondylitis induced by

injection of human cartilage proteoglycan. Arthritis Rheum 1987;30(3):306-18.

Glant TT, Mikecz K: Proteoglycan aggrecan-induced arthritis: a murine

autoimmune model of rheumatoid arthritis. Methods Mol Med 2004;102:313-38.

Glant TT, Radacs M, Nagyeri G, Olasz K, Laszlo A, Boldizsar F, Hegyi A, Finnegan
A, Mikecz K: Proteoglycan-induced arthritis and recombinant human
proteoglycan aggrecan G1 domain-induced arthritis in BALB/c mice resembling

two subtypes of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2011;63(5):1312-21.

Mikecz K, Brennan FR, Kim JH, Glant TT: Anti-CD44 treatment abrogates tissue
oedema and leukocyte infiltration in murine arthritis. Nat Med 1995;1(6):558-63.

Adarichev VA, Valdez JC, Bardos T, Finnegan A, Mikecz K, Glant TT: Combined
autoimmune models of arthritis reveal shared and independent qualitative

(binary) and quantitative trait loci. J Immunol 2003;170(5):2283-92.

Myers LK, Seyer JM, Stuart JM, Kang AH: Suppression of murine collagen-induced
arthritis by nasal administration of collagen. /mmunology 1997;90(2):161-4.

Glant TT, Adarichev VA, Nesterovitch AB, Szanto S, Oswald JP, Jacobs 1J, Firneisz G,
Zhang J, Finnegan A, Mikecz K: Disease-associated qualitative and quantitative trait
loci in proteoglycan-induced arthritis and collagen-induced arthritis. Am J Med Sci
2004;327(4):188-95.

Yang D, Liu H, Goga A, Kim S, Yuneva M, Bishop JM: Therapeutic potential of a

synthetic lethal interaction between the MYC proto-oncogene and inhibition of
aurora-B kinase. Proc Natl Acad Sci U S A 2010;107(31):13836-41.

51



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Glant TT, Finnegan A, Mikecz K: Proteoglycan-induced arthritis: immune
regulation, cellular mechanisms, and genetics. Crit Rev Immunol 2003;23(3):199-
250.

Popovic M, Ahlqgvist E, Rockenbauer E, Bockermann R, Holmdahl R: Identification of
new loci controlling collagen-induced arthritis in mouse using a partial advanced

intercross and congenic strains. Scand J Immunol 2008;68(4):405-13.

Yu X, Bauer K, Koczan D, Thiesen HJ, Ibrahim SM: Combining global genome and
transcriptome approaches to identify the candidate genes of small-effect

quantitative trait loci in collagen-induced arthritis. Arthritis Res Ther 2007;9(1):R3.

Yu X, Teng H, Marques A, Ashgari F, Ibrahim SM: High resolution mapping of Cia3:
a common arthritis quantitative trait loci in different species. J Immunol

2009;182(5):3016-23.

Bauer K, Yu X, Wernhoff P, Koczan D, Thiesen HJ, Ibrahim SM: Identification of new
quantitative trait loci in mice with collagen-induced arthritis. Arthritis Rheum

2004;50(11):3721-8.

Yu X, Bauer K, Wernhoff P, Koczan D, Moller S, Thiesen HJ, Ibrahim SM: Fine
mapping of collagen-induced arthritis quantitative trait loci in an advanced

intercross line. J Immunol 2006;177(10):7042-9.

Johannesson M, Olsson LM, Lindqvist AK, Mdller S, Koczan D, Wester-Rosenlof L,
Thiesen HJ, Ibrahim S, Holmdahl R: Gene expression profiling of arthritis using a
QTL chip reveals a complex gene regulation of the Cia5S region in mice. Genes

Immun 2005;6(7):575-83.

Lindvall T, Karlsson J, Holmdahl R, Andersson A: Dissection of a locus on mouse
chromosome 5 reveals arthritis promoting and inhibitory genes. Arthritis Res Ther

2009;11(1):R10.

52



79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

Ibrahim SM, Koczan D, Thiesen HJ: Gene-expression profile of collagen-induced

arthritis. J Autoimmun 2002;18(2):159-67.

Gulko PS, Kawahito Y, Remmers EF, Reese VR, Wang J, Dracheva SV, Ge L,
Longman RE, Shepard JS, Cannon GW, Sawitzke AD, Wilder RL, Griffiths MM:
Identification of a new non-major histocompatibility complex genetic locus on
chromosome 2 that controls disease severity in collagen-induced arthritis in rats.

Arthritis Rheum 1998;41(12):2122-31.

Kawahito Y, Remmers EF, Wilder RL, Longman RE, Gulko PS, Wang J, Chen S, Chang
L, Reese VR, Dracheva S, Ge L, Hoffman JH, Shepard J, Cannon GW, Griffiths MM:
A genetic linkage map of rat chromosome 20 derived from five F2 crosses.

Immunogenetics 1998;48(5):335-8.

Shepard JS, Remmers EF, Chen S, Chang L, Kawahito Y, Gulko PS, Joe B, Longman
RE, Dracheva S, Ge L, Wang J, Reese VR, Cannon GW, Griffiths MM, Wilder RL: A
genetic linkage map of rat Chromosome 15 derived from five F2 crosses. Mamm

Genome 1999;10(2):186-8.

Joe B, Remmers EF, Dobbins DE, Salstrom JL, Furuya T, Dracheva S, Gulko PS,
Cannon GW, Griffiths MM, Wilder RL: Genetic dissection of collagen-induced
arthritis in Chromosome 10 quantitative trait locus speed congenic rats: evidence

for more than one regulatory locus and sex influences. /mmunogenetics

2000;51(11):930-44.

Wester L, Olofsson P, Ibrahim SM, Holmdahl R: Chronicity of pristane-induced
arthritis in rats is controlled by genes on chromosome 14. J Autoimmun

2003;21(4):305-13.
Wester L, Koczan D, Holmberg J, Olofsson P, Thiesen HJ, Holmdahl R, Ibrahim S:

Differential gene expression in pristane-induced arthritis susceptible DA versus
resistant E3 rats. Arthritis Res Ther 2003;5(6):R361-72.

53



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Jensen JR, Peters LC, Borrego A, Ribeiro OG, Cabrera WH, Starobinas N, Siqueira M,
Ibafiez OC, De Franco M: Involvement of antibody production quantitative trait loci
in the susceptibility to pristane-induced arthritis in the mouse. Genes Immun

2006;7(1):44-50.

Otto JM, Cs-Szabd G, Gallagher J, Velins S, Mikecz K, Buzas EI, Enders JT, Li Y,
Olsen BR, Glant TT: Identification of multiple loci linked to inflammation and

autoantibody production by a genome scan of a murine model of rheumatoid

arthritis. Arthritis Rheum 1999;42(12):2524-31.

Glant TT, Szant6 S, Vegvari A, Szabo Z, Kis-Toth K, Mikecz K, Adarichev VA: Two
loci on chromosome 15 control experimentally induced arthritis through the

differential regulation of IL-6 and lymphocyte proliferation. J Immunol

2008;181(2):1307-14.

Ahlgvist E, Bockermann R, Holmdahl R: Fragmentation of two quantitative trait loci
controlling collagen-induced arthritis reveals a new set of interacting subloci. J

Immunol 2007;178(5):3084-90.

Liljander M, Séllstrom MA, Andersson S, Andersson A, Holmdahl R, Mattsson R:
Identification of collagen-induced arthritis loci in aged multiparous female mice.

Arthritis Res Ther 2006;8(2):R45.

Adarichev VA, Nesterovitch AB, Bardos T, Biesczat D, Chandrasekaran R, Vermes C,
Mikecz K, Finnegan A, Glant TT: Sex effect on clinical and immunologic
quantitative trait loci in a murine model of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum

2003;48(6):1708-20.

Otto JM, Chandrasekeran R, Vermes C, Mikecz K, Finnegan A, Rickert SE, Enders JT,
Glant TT: A genome scan using a novel genetic cross identifies new susceptibility
loci and traits in a mouse model of rheumatoid arthritis. J Immunol

2000;165(9):5278-86.

54



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Johannesson M, Karlsson J, Wernhoff P, Nandakumar KS, Lindqvist AK, Olsson L,
Cook AD, Andersson A, Holmdahl R: Identification of epistasis through a partial
advanced intercross reveals three arthritis loci within the Cia5 QTL in mice. Genes

Immun 2005;6(3):175-85.

Firneisz G, Zehavi I, Vermes C, Hanyecz A, Frieman JA, Glant TT: Identification and
quantification of disease-related gene clusters. Bioinformatics 2003;19(14):1781-6.

Yang HT, Jirholt J, Svensson L, Sundvall M, Jansson L, Pettersson U, Holmdahl R:
Identification of genes controlling collagen-induced arthritis in mice: striking
homology with susceptibility loci previously identified in the rat. J Immunol
1999;163(5):2916-21.

Van Houten N, Blake SF: Direct measurement of anergy of antigen-specific T cells

following oral tolerance induction. J Immunol 1996;157(4):1337-41.

Studelska DR, Mandik-Nayak L, Zhou X, Pan J, Weiser P, McDowell LM, Lu H, Liapis
H, Allen PM, Shih FF, Zhang L: High affinity glycosaminoglycan and autoantigen
interaction explains joint specificity in a mouse model of rheumatoid arthritis. J

Biol Chem 2009;284(4):2354-62.

Stahl EA, Raychaudhuri S, Remmers EF, Xie G, Eyre S, Thomson BP, Li Y, Kurreeman
FA, Zhernakova A, Hinks A, et al: Genome-wide association study meta-analysis

identifies seven new rheumatoid arthritis risk loci. Nat Genet 2010;42(6):508-14.

Coenen MJ, Gregersen PK: Rheumatoid arthritis: a view of the current genetic
landscape. Genes Immun 2009;10(2):101-11.

Barton A, Thomson W, Ke X, Eyre S, Hinks A, Bowes J, Gibbons L, Plant D; Wellcome
Trust Case Control Consortium, Wilson AG, Marinou I, Morgan A, Emery P; YEAR
consortium, Steer S, Hocking L, Reid DM, Wordsworth P, Harrison P, Worthington J:
Re-evaluation of putative rheumatoid arthritis susceptibility genes in the post-

genome wide association study era and hypothesis of a key pathway underlying

susceptibility. Hum Mol Genet 2008;17(15):2274-9.

55



101.

102.

103.

104.

105.

Hughes LB, Reynolds RJ, Brown EE, Kelley JM, Thomson B, Conn DL, Jonas BL,
Westfall AO, Padilla MA, Callahan LF, Smith EA, Brasington RD, Edberg JC,
Kimberly RP, Moreland LW, Plenge RM, Bridges SL Jr.: Most common single-
nucleotide polymorphisms associated with rheumatoid arthritis in persons of
European ancestry confer risk of rheumatoid arthritis in African Americans.

Arthritis Rheum 2010;62(12):3547-53.

Cui J, Saevarsdottir S, Thomson B, Padyukov L, van der Helm-van Mil AH, Nititham
J, Hughes LB, de Vries N, Raychaudhuri S, Alfredsson L, Askling J, Wedrén S, Ding
B, Guiducci C, Wolbink GJ, Crusius JB, van der Horst-Bruinsma IE, Herenius M,
Weinblatt ME, Shadick NA, Worthington J, Batliwalla F, Kern M, Morgan AW, Wilson
AG, Isaacs JD, Hyrich K, Seldin MF, Moreland LW, Behrens TW, Allaart CF, Criswell
LA, Huizinga TW, Tak PP, Bridges SL Jr, Toes RE, Barton A, Klareskog L, Gregersen
PK, Karlson EW, Plenge RM: Rheumatoid arthritis risk allele PTPRC is also
associated with response to anti-tumor necrosis factor alpha therapy. Arthritis

Rheum 2010;62(7):1849-61.

Thompson SD, Sudman M, Ramos PS, Marion MC, Ryan M, Tsoras M, Weiler T,
Wagner M, Keddache M, Haas JP, Mueller C, Prahalad S, Bohnsack J, Wise CA, Punaro
M, Zhang D, Rosé¢ CD, Comeau ME, Divers J, Glass DN, Langefeld CD: The
susceptibility loci juvenile idiopathic arthritis shares with other autoimmune
diseases extend to PTPN2, COG6, and ANGPT1. Arthritis Rheum 2010;62(11):3265-
76.

Morgan AW, Robinson JI, Conaghan PG, Martin SG, Hensor EM, Morgan MD, Steiner
L, Erlich HA, Gooi HC, Barton A, Worthington J, Emery P; UKRAG Consortium,;
YEAR Consortium: Evaluation of the rheumatoid arthritis susceptibility loci HLA-
DRBI1, PTPN22, OLIG3/TNFAIP3, STAT4 and TRAF1/CS in an inception cohort.
Arthritis Res Ther 2010;12(2):R57.

Freudenberg J, Lee HS, Han BG, Shin HD, Kang YM, Sung YK, Shim SC, Choi CB,

Lee AT, Gregersen PK, Bae SC: Genome-wide association study of rheumatoid

56



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

arthritis in Koreans: population-specific loci as well as overlap with European

susceptibility loci. Arthritis Rheum 2011;63(4):884-93.

Crosio C, Fimia GM, Loury R, Kimura M, Okano Y, Zhou H, Sen S, Allis CD, Sassone-
Corsi P: Mitotic phosphorylation of histone H3: spatio-temporal regulation by
mammalian Aurora kinases. Mol Cell Biol 2002;22(3):874-85.

Harrington EA, Bebbington D, Moore J, Rasmussen RK, Ajose-Adeogun AO,
Nakayama T, Graham JA, Demur C, Hercend T, Diu-Hercend A, Su M, Golec JM,
Miller KM: VX-680, a potent and selective small-molecule inhibitor of the Aurora
kinases, suppresses tumor growth in vivo. Nat Med 2004;10(3):262-7.

Gizatullin F, Yao Y, Kung V, Harding MW, Loda M, Shapiro GI: The Aurora kinase
inhibitor VX-680 induces endoreduplication and apoptosis preferentially in cells
with compromised p53-dependent postmitotic checkpoint function. Cancer Res
2006;66(15):7668-77.

Yu J, Wang Z, Kinzler KW, Vogelstein B, Zhang L: PUMA mediates the apoptotic
response to p53 in colorectal cancer cells. Proc Natl Acad Sci U S A
2003;100(4):1931-6.

Gonzalez-Gay MA, Gonzalez-Juanatey C, Vazquez-Rodriguez TR, Martin J, Llorca J:
Endothelial dysfunction, carotid intima-media thickness, and accelerated
atherosclerosis in rheumatoid arthritis. Semin Arthritis Rheum 2008;38(2):67-70.

Shoenfeld Y, Gerli R, Doria A, Matsuura E, Cerinic MM, Ronda N, Jara LLJ, Abu-Shakra
M, Meroni PL, Sherer Y: Accelerated atherosclerosis in autoimmune rheumatic

diseases. Circulation 2005;112(21):3337-47.

de Vries R: Genetics of rheumatoid arthritis: time for a change! Curr Opin

Rheumatol 2011;23(3):227-32.

Lusis AJ: Genetics of atherosclerosis. 7rends Genet 2012;28(6):267-75.

57



114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Gonzalez-Gay MA, Gonzalez-Juanatey C, Lopez-Diaz MJ, Piiieiro A, Garcia-Porrua C,
Miranda-Filloy JA, Ollier WE, Martin J, Llorca J: HLA-DRBI1 and persistent chronic
inflammation contribute to cardiovascular events and cardiovascular mortality in

patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2007;57(1):125-32.

Schunkert H, Konig IR, Kathiresan S, Reilly MP, Assimes TL, Holm H, Preuss M,
Stewart AF, Barbalic M, Gieger C, et al: Large-scale association analysis identifies

13 new susceptibility loci for coronary artery disease. Nat Genet 2011;43(4):333-8.

Farragher TM, Goodson NJ, Naseem H, Silman AJ, Thomson W, Symmons D, Barton
A: Association of the HLA-DRBI1 gene with premature death, particularly from
cardiovascular disease, in patients with rheumatoid arthritis and inflammatory

polyarthritis. Arthritis Rheum 2008;58(2):359-69.

Remuzgo-Martinez S, Genre F, Lopez-Mejias R, Ubilla B, Mijares V, Pina T, Corrales
A, Blanco R, Martin J, Llorca J, Gonzalez-Gay MA: Expression of osteoprotegerin
and its ligands, RANKL and TRAIL, in rheumatoid arthritis. Sci Rep 2016;6:29713.

Lépez-Mejias R, Castafieda S, Gonzélez-Juanatey C, Corrales A, Ferraz-Amaro I, Genre
F, Remuzgo-Martinez S, Rodriguez-Rodriguez L, Blanco R, Llorca J, Martin J,
Gonzéalez-Gay MA: Cardiovascular risk assessment in patients with rheumatoid
arthritis: The relevance of clinical, genetic and serological markers. Autoimmun Rev

2016;15(11):1013-1030.

Gonzalez-Gay MA, Gonzalez-Juanatey C, Llorca J, Ollier WE, Martin J: Contribution
of HLA-DRBI1 shared epitope alleles and chronic inflammation to the increased
incidence of cardiovascular disease in rheumatoid arthritis: comment on the article

by Farragher et al. Arthritis Rheum 2008;58(8):2584; author reply 2584-5.
van Diepen JA, Jansen PA, Ballak DB, Hijmans A, Rutjes FP, Tack CJ, Netea MG,

Schalkwijk J, Stienstra R: Genetic and pharmacological inhibition of vanin-1 activity

in animal models of type 2 diabetes. Sci Rep 2016;6:21906.

58



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Hu YW, Wu SG, Zhao JJ, Ma X, Lu JB, Xiu JC, Zhang Y, Huang C, Qiu YR, Sha YH,
Gao JJ, Wang YC, Li SF, Zhao JY, Zheng L, Wang Q: VNN1 promotes atherosclerosis
progression in apoE-/- mice fed a high-fat/high-cholesterol diet. J Lipid Res
2016;57(8):1398-411.

Garcia-Bermudez M, Lépez-Mejias R, Genre F, Castafieda S, Llorca J, Gonzalez-
Juanatey C, Corrales A, Ubilla B, Miranda-Filloy JA, Pina T, Gomez-Vaquero C,
Rodriguez-Rodriguez L, Fernandez-Gutiérrez B, Balsa A, Pascual-Salcedo D, Lopez-
Longo FJ, Carreira P, Blanco R, Martin J, Gonzéalez-Gay MA: Interferon regulatory
factor 5 genetic variants are associated with cardiovascular disease in patients with

rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther 2014;16(4):R146.

Trysberg E, Nylen K, Rosengren LE, Tarkowski A: Neuronal and astrocytic damage
in systemic lupus erythematosus patients with central nervous system involvement.

Arthritis Rheum 2003;48(10):2881-7.

Gronblad M, Konttinen YT, Korkala O, Liesi P, Hukkanen M, Polak JM:
Neuropeptides in synovium of patients with rheumatoid arthritis and

osteoarthritis. J Rheumatol 1988;15(12):1807-10.

Li N, Ma J, Li K, Guo C, Ming L: Different Contributions of CDKAL1, KIF21B,
and LRRK2/MUC19 Polymorphisms to SAPHO Syndrome, Rheumatoid
Arthritis, Ankylosing Spondylitis, and Seronegative Spondyloarthropathy. Genet
Test Mol Biomarkers 2017;21(2):122-126.

Dooley S, Herlitzka I, Hanselmann R, Ermis A, Henn W, Remberger K, Hopf T, Welter
C: Constitutive expression of c-fos and c-jun, overexpression of ets-2, and reduced

expression of metastasis suppressor gene nm23-H1 in rheumatoid arthritis. Ann

Rheum Dis 1996;55(5):298-304.

Sozen E, Karademir B, Yazgan B, Bozaykut P, Ozer NK: Potential role of proteasome
on c-jun related signaling in hypercholesterolemia induced atherosclerosis. Redox

Biol 2014;2:732-8.

59



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Han Z, Boyle DL, Aupperle KR, Bennett B, Manning AM, Firestein GS: Jun N-
terminal kinase in rheumatoid arthritis. J Pharmacol Exp Ther 1999;291(1):124-30.

Kwok KHM, Cheng KKY, Hoo RLC, Ye D, Xu A, Lam KSL: Adipose-specific
inactivation of JNK alleviates atherosclerosis in apoE-deficient mice. Clin Sci

(Lond) 2016;130(22):2087-2100.

Karouzakis E, Gay RE, Gay S, Neidhart M: Epigenetic control in rheumatoid
arthritis synovial fibroblasts. Nat Rev Rheumatol 2009;5(5):266-72.

Karouzakis E, Gay RE, Michel BA, Gay S, Neidhart M: DNA hypomethylation in
rheumatoid arthritis synovial fibroblasts. Arthritis Rheum 2009;60(12):3613-22.

Huber LC, Brock M, Hemmatazad H, Giger OT, Moritz F, Trenkmann M, Distler JH,
Gay RE, Kolling C, Moch H, Michel BA, Gay S, Distler O, Jiingel A: Histone
deacetylase/acetylase activity in total synovial tissue derived from rheumatoid

arthritis and osteoarthritis patients. Arthritis Rheum 2007;56(4):1087-93.

Meinecke I, Cinski A, Baier A, Peters MA, Dankbar B, Wille A, Drynda A, Mendoza
H, Gay RE, Hay RT, Ink B, Gay S, Pap T: Modification of nuclear PML protein by
SUMO-1 regulates Fas-induced apoptosis in rheumatoid arthritis synovial

fibroblasts. Proc Natl Acad Sci U S 4 2007;104(12):5073-8.

Ospelt C, Gay S: The role of resident synovial cells in destructive arthritis. Best

Pract Res Clin Rheumatol 2008;22(2):239-52.

Wolter S, Doerrie A, Weber A, Schneider H, Hoffmann E, von der Ohe J, Bakiri L,
Wagner EF, Resch K, Kracht M: c-Jun controls histone modifications, NF-kappaB

recruitment, and RNA polymerase II function to activate the ccl2 gene. Mo/ Cell

Biol 2008;28(13):4407-23.

Levy D, Kuo AJ, Chang Y, Schaefer U, Kitson C, Cheung P, Espejo A, Zee BM, Liu
CL, Tangsombatvisit S, Tennen RI, Kuo AY, Tanjing S, Cheung R, Chua KF, Utz PJ,
Shi X, Prinjha RK, Lee K, Garcia BA, Bedford MT, Tarakhovsky A, Cheng X, Gozani

60



137.

138.

139.

140.

141.

142.

O: Lysine methylation of the NF-kB subunit RelA by SETDG6 couples activity of the
histone methyltransferase GLP at chromatin to tonic repression of NF-kB
signaling. Nat Immunol 2011;12(1):29-36.

Levy D, Liu CL, Yang Z, Newman AM, Alizadeh AA, Utz PJ, Gozani O: A proteomic
approach for the identification of novel lysine methyltransferase substrates.

Epigenetics Chromatin 2011;4:19.

Villagra A, Cheng F, Wang HW, Suarez I, Glozak M, Maurin M, Nguyen D, Wright
KL, Atadja PW, Bhalla K, Pinilla-Ibarz J, Seto E, Sotomayor EM: The histone
deacetylase HDACI11 regulates the expression of interleukin 10 and immune

tolerance. Nat Immunol 2009;10(1):92-100.

Satoh T, Takeuchi O, Vandenbon A, Yasuda K, Tanaka Y, Kumagai Y, Miyake T,
Matsushita K, Okazaki T, Saitoh T, Honma K, Matsuyama T, Yui K, Tsujimura T,
Standley DM, Nakanishi K, Nakai K, Akira S: The Jmjd3-Irf4 axis regulates M2
macrophage polarization and host responses against helminth infection. Nat

Immunol 2010;11(10):936-44.

Jeon YJ, Lee KY, Cho YY, Pugliese A, Kim HG, Jeong CH, Bode AM, Dong Z: Role
of NEK6 in tumor promoter-induced transformation in JB6 C141 mouse skin

epidermal cells. J Bio/ Chem 2010;285(36):28126-33.

Kishimoto T: IL-6: from its discovery to clinical applications. I/nt Immunol

2010;22(5):347-52.

Mori T, Miyamoto T, Yoshida H, Asakawa M, Kawasumi M, Kobayashi T, Morioka H,
Chiba K, Toyama Y, Yoshimura A: IL-1$ and TNFo-initiated IL-6-STAT3 pathway
is critical in mediating inflammatory cytokines and RANKL expression in

inflammatory arthritis. /nt Immunol 2011;23(11):701-12.

61



9 OSSZEFOGLALAS

A RA legfébb jellemzdje a kronikus synovitis, mely az iziilet karosodasat, ezéltal pedig
fajdalmat, rokkantsagot és az életmindség romlasat idézheti eld. Raadéasként akceleralt
atherosclerosis is tarsul hozzd, mely a RA-s betegek tobblethalalozasanak legfobb oka.
Genetika, kornyezeti tényezOok ¢és autoimmunitas a RA patogenezisének résztvevoi; de egyre
tobb bizonyiték tdmasztja ald az epigenetikai tényezok szerepét. Bar ez egy rendkiviil fontos és
alaposan tanulmanyozott tudomanyteriilet, a RA etiopatogenezisének szdmos aspektusa még
tisztazasra var. A betegség gyakorisaga ¢€s az altala jelentett tehertétel miatt nagy sziikség van

a hatékony kezelésre, ¢s még mindig Oridsi az igény az 0j terapias lehetdségekre.

Jelen értekezés 3 vizsgalat eredményeit foglalja 0ssze, melyek a RA hatterét és kezelését
vizsgaltak. Emberekben és allatmodellekben tanulmanyoztunk RA rizikogéneket (1. vizsgalat).
Arthritisszel Osszefliggd epigenetikus faktorokat és a célzott gatlasukban rejlé terédpias

lehetdségeket elemeztiik (3. vizsgalat).

Eredményeink a kovetkezdkben foglalhatok 6ssze:

1. vizsgalat

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

melyek arthritissel val6 kapcsolata addig nem minden esetben volt ismert.

2. vizsgalat

Els6ként végeztiik RA-hez tarsuld kardiovaszkularis betegségek, valamint a TNF-o gatlokra
adott klinikai és vaszkuldris valasz komplex genomikai vizsgalatait. MHC-, valamint cytokin-,
adhézios molekula, integrin- ¢és interferongének mutattak eltéré expreszidos mintazatot a
vaszkularis patofiziologiaval 0sszefiiggésben. A TNF-a gatlokra adott klinikai és vaszkularis
valasszal 6sszefliggésben elsdsorban az immunoglobulin- és HLA-gének esetén volt észlelhetd
eltéré expreszids mintdzat, de cytokin-, chemokin- €s interferongének is voltak az érintettek

kozott.
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3. vizsgalat

Elsdként azonositottuk az Osszes kromatin moddosité enzimcsaladot, mely Osszefiiggésbe
hozhaté autoimmun arthritisszel. Ezek koziil az Aurora kindz A és B a legismertebb, ezért
ezeket valasztottuk ki tovabbi vizsgalatok céljara. Az Aurora kindzok fokozott expresszioja
arthritis specifikusnak bizonyult. A VX-680-nal végzett preventiv kezelés sikeresen késleltette
az arthritis kialakuldsat, mig a terapias alkalmazas jelentsen csokkentette annak sulyossagat.
Mindez azt engedi sejteni, hogy ez a reumatologiai gyogyszerfejlesztés egy igéretes 0j iranya

lehet.
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10 SUMMARY

The main characteristic of RA is chronic synovitis that may lead to joint destruction,

thus pain, disability and deterioration of life quality. Moreover RA is associated with
accelerated atherosclerosis, the primary cause of increased mortality in RA. Genetics,
environment and autoimmunity is involved in the pathogenesis of RA; there is also growing
evidence about the contribution of epigenetic factors. Although this is a thoroughly studied and
very important field of science, many aspects of RA etiopathogenesis are yet to be clarified.
The prevalence and the burden of the disease make a highly effective treatment necessary and

there is still a huge demand of new therapeutic possibilities.

This thesis consists of 3 studies investigating the background and the treatment of rheumatoid
arthritis. We evaluated RA risk alleles in humans and in corresponding animal models (Study
1). We performed gene expression analysis of vascular pathophysiology in RA patients (Study
2). We investigated arthritis-associated epigenetic factors and the therapeutic opportunities in

their targeted inhibition (Study 3).

Our observations are summarized below:

Study 1

Detailed examination of Pgia26 locus on mChr3 (corresponding to the PTPN22/CD? allele on
human Chrl) and Pgia2 locus on mChr2 (corresponding to the TRAFI/CS5 allele on human
Chr9) revealed a few RA risk alleles, some of these had not been formerly associated with

arthritis.

Study 2

We performed the first complex genomic study regarding RA-associated cardiovascular
pathophysiology, along with clinical and vascular response to anti-TNF treatment. The
differentially expressed genes we found in association with vascular pathophysiology primarily
included MHC-related ones, but there were also cytokine-, adhesion molecule-, integrin- and
interferon-related genes among them. With regard to the clinical and vascular response to anti-

TNF therapy, the differential expression was observed principally in immunoglobulin- and
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HLA-related genes, among the other affected genes there were cytokine-, chemokine- and

interferon-related ones.

Study 3

We were the first to identify all major chromatin-modifying enzyme families that can be
involved in autoimmune arthritis. Aurora kinase A and B were chosen for further analyses
because these encode the best characterized histone-modifying enzymes out of them. The
increased expression of the Aurora kinases proved to be arthritis specific. Preventive treatment
with VX-680 delayed the onset, while therapeutic application significantly diminished the
severity of arthritis, suggesting that it can be a promising new direction of antirheumatic drug

development.
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