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1. Bevezetés

1.1. A rheumatoid arthritisrél és diagnosztikajarol roviden

A rheumatoid arthritis (RA) autoimmun patogenezisii krénikus gyulladdsos sokiziileti
megbetegedés, amely foldrajzi hovatartozastol fiiggden, a populacié 0,3-2%-at, atlagosan 1%-
at érinti (1,2). A klinikailag klasszikusan szimmetrikus polyarthritis képében jelentkezd,
1idOnként szisztémds tiineteket is mutatd korkép hétterében genetikai, kornyezeti és
autoimmun mechanizmusok éllnak. Ezek kovetkeztében kronikus, nem specifikus synovitis
alakul ki, mely a gyulladasos sejtek és medidtorok révén, megfeleld kezelés hidnydban, elébb-
utébb az iziiletek tonkremeneteléhez, funkciondlis karosodashoz, esetenként rokkantsighoz
vezethet (2,3). A modern diagnosztikus lehetoségek és a hatékony terdpids arzenal
bevezetésével a betegség progndzisa az utébbi években jelentdsen javult. A kezelés célja ma
mdr nem csupan a tiinetek (fijdalom és gyulladas) csillapitdsa, esetleg részleges klinikai
javulds, hanem a strukturdlis kdrosoddsok megel6zése, akér a teljes remisszid, valamint a
funkci6 és életmindség optimalizélésa is redlis célt jelenthet (1,2).

Sajnos mindez valéban csupan az elmult egy-két évtizedben vilt elérhetdvé. Kordbban
sem megbizhaté €s specifikus laboratériumi mddszerrel, sem az iziileti kdrosodast koran
kimutat6 képalkoté eljarassal nem rendelkeztiink, és a nemcsak klinikailag hatékony, hanem a
struktdrat és funkciét hosszabb tdvon is megdérzd betegségmddositd terdpia és ujabban a
bioldgiai terdpia is csak a kozelmdiltban vélt szélesebb korben elérhetdévé (2,4-7). A tumor
nekrézis faktor-o (TNF-o) gatlok mellett a B sejtekre, a T sejt kostimuldcidra hat6 szerek,
legtijabban pedig az interleukin-6 (IL-6) mikodését gatl6 antitest is bevezetésre keriiltek (2,4-
7). Nyilvanvalé, hogy nemcsak az RA kialakuldsdnak feltérképezése és a korszeri
diagnosztikai eljarasok bevezetése kedvezett a jobb terdpids eredményeknek, hanem forditva,
az igen hatékony, de sokszor koltséges 1) gydgyszerek piaci megjelenése is ramutatott a korai,
pontos diagnosztika sziikségességére (2).

Ami a laboratériumi diagnosztikét illeti, az 1960-as évekig csupdn a reumatoid faktor
(RF) allt rendelkezésre, mint labordiagnosztikai lehetdség. Az IgM izotipusi RF igen
szenzitiv, de alacsony specificitisi markernek bizonyult, mely az RA mellett mas
reumatologiai  korképekben, tuberkuldzisban, egyéb kronikus fertozésekben, sOt az

egészséges, idOs populdcié 5-10%-dban is pozitivnak bizonyult (8,9). Nyilvanvaléva vilt,



hogy egyéb, specifikusabb biomarkerre van sziikség, ez azonban csupan egy évtizede all

rendelkezésiinkre.

1.2. A citrullinalt protein/peptid antitestek (ACPA) torténete

Az igazi nagy 4ttorést a szoveti citrullindci6 €s a citrullindlt fehérjék és peptidek elleni
autoantitestek (anti-citrullindlt protein/peptid antitestek, ACPA) megismerése jelentette (8,10-
17). Bebizonyosodott, hogy az ACPA a genetikai tényezOokkel és a kornyezeti faktorokkal
(els6sorban a dohdnyzdssal) egyiittmiikodve kozvetleniil részt vesz az RA kialakuldsdban
(10,11,17-19). Emellett azonban az ACPA igen specifikus laboratériumi diagnosztikai,
valamint fontos prognosztikai marker is. A RA Iényegében két alcsoportra oszthat6 ACPA
pozitivitas illetve negativitds alapjan (10,11,17). Ugy tiinik, a klinikai lefolyds, progndzis
tekintetében ennek van a legnagyobb szerepe.

Az ACPA-el6dok koziil az anti-perinukledris faktort (APF) mar 1964-ben felfedezték,
mint az RA korai, kb. 90% specificitdsi markerét (8,9,20). Sajnos kimutatdsa technikailag
igen nehéz volt: a buccdlis nydlkahartya hdmsejtjeinek indirekt immunfluoreszcens
vizsgalatdval tortént. Rdaddsul a donor személyek minddssze 10%-a (volt) alkalmas
megfeleld nydlkahartya-prepardtum készitésére (9).

Az APF altal felismert antigén azonositdsa sokdig varatott magara. A kovetkezd 1€pés
a patkdny nyeldcso elszarusod6é hamrétegével reagdld anti-keratin antitest (AKA) felfedezése
volt, 1979-ben (21). Az AKA az APF-hez hasonléan kevéssé szenzitiv, viszont magas
specificitisi marker, mely nemcsak az RA korai szakdban, hanem mar a preklinikai
stddiumban megjelenik (22). Késobb deriilt ki, hogy mind az AKA, mind az APF antigén-
specificitdsa a filaggrin (,.filament-aggregating protein”), amely a keratinhoz kotédve van
jelen az elszarusodé hamsejtekben (23).

Ezutdn 1994-ben egy 1j RA-specifikus autoantitestet azonositottak, amelyet a beteg
neve utdn anti-Savoie (anti-Sa) antitestnek neveztek el (24). Az 4j antitest 92-98%-os
specificitdst mutatott, vagyis gyakorlatilag nem volt kimutathaté egyéb autoimmun-
reumatoldgiai korképekben illetve egészségesekben (25). Az anti-Sa volt az elsd autoantitest,
amely nemcsak magas diagnosztikus értékli volt, hanem mar prognosztikai jelentOséget is
tulajdonitottak neki, ugyanis a szeropozitiv betegekben sulyosabb lefolydsu betegség alakult
ki (9,25). Az anti-Sa kimutatisa Western blot-tal tortént; antigénként 1€p- és placenta

kivonatot haszndlva, az antitest egy kb. 50 kDa tomegli ismeretlen molekuldaval reagdlt az



immunobloton. Késdbb, a citrullindlt antigének jelentdségének felismerése utdn, az anti-Sa

antigénjeként a citrullindlt vimentint (CV) azonositottdk 2004-ben (26).
1.3. A szoveti citrullinacié és anti-citrullin autoimmunitas lényege

A citrullin az arginin poszt-transzlaciésan mddositott, deiminalt véltozata (1. dbra). Az
argininbdl a peptidilarginin-deimindz (PAD vagy PADI) enzim hatdsara képzddik citrullin. A
PAD (vagy PADI) enzimnek emlésokben 6t valtozata ismert, a PAD1-4 és PAD6 (14,15,27-
29).

1. dbra Az arginin-citrullin dtalakulds
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A szoveti citrullindci6 élettani folyamat, mely az epithelidlis sejtek keratinizécidja,
gyulladds és apoptosis sordn figyelhetd6 meg (14,16,27,30-33) (2. dbra). A gyulladadsos
reakciéban résztvevO leukocytdk, igy a T és B sejtek, szoveti makrofiagok, neutrophil
granulocitdk, valamint a synovialis fibroblastok is expresszaljdk a citrullindlé enzim PAD?2 és
PAD4 izoformdit (28,29,34,35). A normdl synovialis membran kevés citrullindlt fehérjét
tartalmaz (29,34). Ezzel szemben a synovitist fokozott citrullindcié jellemzi (29,33,34). A
citrullindlt epitopok in vivo elsOsorban a gyulladt synovium extravasalis fibrin
depozitumaiban illetve extracelluldris fibrinogén aggregatumaiban halmozddnak fel
(24,33,35,36). Emellett a jelenlévd nagyszamu makrofagban is citrullindci6 zajlik: a gyulladas
illetve apoptézis az intracelluldris vimentin citrullindcidjat indukélja (26). A citrullinalt

autoantigének €s a PAD2 az arthritises synoviumban kolokalizaciéban mutathaté ki (36). Az



RA-s synovialis membrédnban a felszini réteg és az ez alatti interstitium sejtjei, valamint a

fibrin depozitumok tartalmaznak citrullinlt fehérjéket (24). A synovialis membran mellett a

2. dbra A szoveti citrullinacié és az ACPA termelés folyamata
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synovialis folyadékban is intenziv autoantigén citrullinacié zajlik. A folyadékban PAD?2 és
PAD4 enzimeket detektaltak (37). Mivel a filaggrin egy epidermadlis protein, amely az
iziiletekben nincs jelen, nyilvdnvaléan nem ez inditja el az autoantitest vélaszt. Maés
citrullindlt fehérjék, mint a fibrin vagy a vimentin viszont az RA-s synoviumban is
megtaldlhatok, és elOszeretettel deimindlédnak, citrullindlédnak (33,38-40). A citrullindlt
fibrin (CF), mint szolubilis autoantigén, kimutathaté az RA-s synovialis folyadékban is (25).
In vivo a fibrin a és B lancainak deimindlt valtozatat tartjdk a f6 autoantigénnek, mely az
ACPA termelést kivéltja (38). Mindezt aldtdmasztja, hogy a filaggrin és a CF elleni
autoantitestek kozott keresztreaktivitds figyelhetd meg (40,41). Bar a legtobb vizsgélat arra
utal, hogy a synoviumban a citrullindlt fehérjék expresszidja RA-specifikus (2,8,10,11,27,42),
a szoveti citrullindcié valdszinlileg egyéb eredeti arthritisekben, ha kisebb mértékben is,
ugyancsak eloéfordul (24,43).

A synovialis citrullindlt fehérjék in vivo autoimmun vélaszt indukdlnak. A B sejtek
antigén-indukalt proliferaciéja figyelhet6 meg a gyulladt szovetekben, igy az RA-s
synoviumban is. A synovialis folyadékban taldlhat6 CD38" B sejtekre a szomatikus
hipermutéacié €s klondlis szelekcio jellemzo (45). Az ACPA termeld plazmasejtekben
csokkent CD95 expresszié és defektiv apoptosis figyelhetd meg (46). Az ACPA" RA-s
betegek synovialis szovettenyészeteinek feliiliszdjdban szignifikdns mennyiségli autoantitest
mutathat6 ki (29), és az ACPA IgG 7,5-sz0r6s mennyiségben van jelen az RA-s pannusban a

szérumhoz viszonyitva (29). Az anti-CCP" betegek izoldlt synovialis folyadék B sejtjei in
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vitro IgM 1zotipusu anti-CCP-t termelnek (33). Mindezek az adatok arra utalnak, hogy az
ACPA-t lokdlis synovialis plazmasejtek termelik, €s az autoantitestek megjelennek a
synovialis folyadékban is (29,33). Az ACPA-k nemcsak passziv szemlél6i (“innocent
bystander”) az RA-t kiséré autoimmun folyamatnak, hanem maguk is kozvetleniil részt
vesznek a betegség pathogenezisében (47,48). A lokdlisan termelddd autoantitestekbdl
immunkomplexek képzOddnek, amelyek monocyta €s neutrophil aktiviciét illetve TNF-a
termelést indukdlnak és ezdltal részt vesznek a synovitis beinditdsdban és fenntartasdban (47-
49). Ugyancsak a B sejtek 4ltal termelt ACPA szerepére utal, hogy a B sejt deplécién alapuld
biologiai terdpia (anti-CD20 antitest, rituximab) igen hatékony RA-ban (50-52). Sajat
vizsgdlataink bizonyitottak, hogy az IgD*/CD27" és IgD/CD27" memdria B sejtek fokozott,
betegség-tartammal szignifikdnsan Osszefliggd akkumuldciéja figyelhetd meg RA-s betegek

periférias vérében (44), ami folyamatos, antigén-indukalt immunvalasz jelenlétére utal.

1.4. Az ACPA-k fajtai

1.4.1. Anti-ciklikus citrullindlt peptid (anti-CCP)

A citrullin az anti-filaggrin antitestek altal felismert fehérjeepitopok esszencidlis
alkotérészének bizonyult (8,42). A filaggrin molekula citrullinélt epitopjainak feltérképezése
soran felismerték, hogy a kiillonbozd betegek szérumdban jelenlévO autoantitestek tobb
kiilonboz6 citrullindlt epitoppal képesek reagdlni, €s egyéni epitop-reaktivitdsi mintdzatok
azonosithatok (42). A leggyakrabban felismert, és legerdsebb autoantitestvalaszt kivaltd
peptidek alkalmazédsaval szilard fazisi immunoesszét fejlesztettek ki. Az els6 ACPA ELISA-
k linedris peptideket tartalmaztak, majd felismerték, hogy a szenzitivitds tovabb novelhetd
ciklikus peptidek kialakitdsaval. Mindez az elsé generdcids anti-CCP assay-k kidolgozasédhoz
€s kereskedelmi forgalomba valé keriiléséhez vezetett (43). Késébb a moddszert még
érzékenyebbé tették tobb- illetve masféle citrullindlt peptidek alkalmazésaval, és ezaltal djabb
generdcidos (CCP2, CCP3) ELISA-k, valamint ezek még tovabb fejlesztett valtozatai (pl.
CCP3.1) keriiltek forgalomba. Ezek a tesztek az ACPA-k kvantitativ meghatarozdsara
alkalmasak, de a kozelmultban egyszeri, csupin ACPA szeropozitivitdst jelzd, de
ambulancidkon vagy a betegagy mellett is alkalmazhatd gyorstesztek is megjelentek a piacon
(8).

Az anti-CCP Kkifejlesztése a RA laboratériumi diagnosztikdjdban hasonlé

mérfoldkdnek tekinthetd, mint a RF felfedezése. Az RA betegek 60-70%-a anti-CCP*



(8,10,12,13,53). Szdmos tanulmédny adatai alapjan az anti-CCP a RF-hoz hasonlé
szenzitivitdsi (kb. 70%), de anndl joval specifikusabb (95-98% versus 80-90%) teszt
(13,53,54). Az anti-CCP a RF esetek 20-30%-aban is pozitiv (55), és gyakran mar az elsé

tiinetek megjelenése idején, vagy azt megeldzden is jelen van (8,10,13,56).

1.4.2. Anti-mutdns citrullindlt vimentin (MCV)

A fentiekben mar emlitettiik, hogy az anti-Sa antitestrdl a kozelmultban kidertilt, hogy
targetie a CV. A vimentin elsOsorban mezenchimdlis sejtekben jelen levd intermedier
filamentum. Osszesen 43 arginint tartalmaz, igy béven van lehetdség a citrullindciéra. A
vimentint az apoptotikus macrophagokban a PAD4 enzim citrullindlja (49,60). Mivel
macrophagok nagy szdmban vannak jelen az RA-s szinoviumban, igy lehetdség nyilik
citrullinalt autoantigének lokalis képzddésére (60,61). Mivel RA-s synoviumban az eredetitdl
eltér6 szekvencidju, modositott citrullindlt vimentin jelenlétét mutattdk ki, az anti-Sa
kimutatdsdra a kozelmultban kifejlesztett ELISA tesztben in vitro elddllitott, mutdns
citrullindlt vimentin antigént (MCV) haszndltak. Az anti-MCV teszt jelentdségét eddig csak
néhany kutatécsoport értékelte. Ezen eredmények alapjan tdgy tlinik, hogy az anti-MCV
autoantitest foleg az anti-CCP" betegek szérumdban van jelen, ugyanakkor, az anti-CCP’
esetek bizonyos szdzaléka anti-MCV™. Az anti-MCV ELISA szenzitivitdsa kb. 5-8%-al
magasabb, mint az anti-CCP teszté, vagyis az ACPA csaldd olyan 1j tagja, amely
szignifikdnsan javitani képes a laboratériumi diagnosztika hatékonysagat (39,62,63) (2.
tdblazat). Amig az anti-MCV az RA-s betegek nagy szdzalékdban kimutathatd, a betegek
egészséges rokonaibdl szinte teljesen hidnyzik (59). Prediktiv és prognosztikai értéke ma még

kevésbé ismert (64). Magunk elsdk kozott vizsgéltuk e tekintetben az anti-MCV tesztet.

1.4.3. Citrullindlt fibrinogén (CF) és fibrin

A filaggrin maga nem expresszalddik az RA-s iziiletben ezért 6nmagdban in vivo nem
lehet felelds az ACPA termelddésért. A betegek kb. 70%-aban azonban CF, illetve ezzel
szembeni autoantitest (anti-CF) mutathato ki a synoviumban illetve szérumban (29,33,53,65).
Elsésorban sajat készitésti ELISA assay-k haszndlatival tobben igazoltdk az anti-CF
autoantitestek jelenlétét az RA-s betegek szérumdban (59,66-68) és synovialis folyadékdban
(65). Ezen mérések teljesitménye nagyban hasonlé volt az anti-CCP2 ELISA-hoz (67,68). Az
anti-CF viszont gyakorlatilag negativ RA betegek egészséges rokonaiban (59).



Fibrinbdl szdrmaz6 71 citrullinélt, 15-mer peptid, 6t filaggrin peptid és ACPA™ RA-s
szérumok segitségével 18 olyan epitépot mutattak ki a fibrin peptideken, amelyek
keresztreakci6t mutatnak filaggrin epitopokkal. Mindez valéban aldtdmasztja, hogy
ugyanazon ACPA antitestek egyszerre kiilonb6z6 eredetii citrullindlt epitépokkal, jelen

esetben citrullindlt filaggrinnal és fibrinnel egyarant reagdlhatnak (40).

1.4.4. Citrullindlt a-enoldz peptid

A Porphyromonas gingivalis baktérium éltal termelt a-enoldz a RA synoviumban is
kimutathat6é és potencidlis autoantigénként szerepel (69,70). PAD enzimmel kezelt myeloid
HL-60 sejtlizditumbdl izoldltak o-enoldzt és az RA-s betegek 46%-dnak széruma
keresztreagalt ezen enzimmel (70). Az immunoldgiailag dominédns epitép a citrullindlt o-
enoldz peptid 1. Az ezen peptid ellen termelt autoantitest RA betegek 37-62%-aban mutathatd
ki a szérumbol, mig egészséges kontrollokban és nem RA-s arthritisesekben csupédn az esetek
2-3%-éban (53,69,71,72). A peptid 82%-os homoldgidt mutat a bakteridlis enzimmel (69). A
citrullindci6 igen fontos, mert a nem citrullindlt a-enoldz antigenicitisa elhanyagolhat6
(71,72). A gingivalis baktérium 4ltal termelt enoldz peptid tehdt autoantigénként szerepelhet
RA-ban is. Sajnos az a-enoldz elleni autoantitest kevéssé specifikus RA-ra, mivel hasonlé
szazalékban SLE-ben (27%), lupus nephritisben (66%) és sclerodermédban (30%) is
kimutattdk (73). Ujabban egyre tobbet foglalkoznak az RA és a periodontitis
Osszefiiggéseivel, amelyben a szdjliregi baktériumok 4ltal termelt a-enoldz szerepe perdontd

lehet (74).

1.4.5. Viralis citrullindlt peptidek (VCP)

Bizonyos arginin-glicin (Arg-Gly) szekvencidkat tartalmazé viralis peptidek is
deiminalodhatnak, VCP-k keletkezhetnek és ezaltal felismerhetové valhatnak ACPA-k
szdmdra (75). Igy az Epstein-Barr virus nukledris antigén 1 (EBNA-1) deimindciét kdvetden
valéban kotddik az RA-s betegek szérumdban keringd ACPA-khoz (75). Az EBV-bdl
szarmazd VCP elleni antitest az RA betegek 45%-anak, a kontrollok <5%-dnak szérumdban
mutathatok ki (75). Az anti-VCP termelés egy kordabbi tanulmény szerint korreldlt az anti-
CCP, RF szintekkel és a vérsejtsiillyedéssel, de a betegség stlyossdgaval nem (75).
Kiilonboz6 izotipusu anti-VCP vizsgdlata sordn 146 RA betegbdl a betegek 27%-a IgG, 3%-a
IgA és 7,5%-a IgM izotipust anti-VCP pozitivitdst mutatott. A kiillonb6zd izotipusok nem
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mutattak  Osszefiiggést a klinikai lefolydssal és a Dbetegségtartammal. Ami a
betegségspecificitast illeti, az IgA anti-VCP szinte kizdr6lag RA-ban fordult eld, mig az [gM
izotipust kis szdmban SLE-s, arthritis psoriaticds és kevert cryoglobulinaemids betegekben is

kimutattdk. Az antigénhez val6 legszorosabb affinitast az IgG izotipus mutatta (76).

1.4.6. Egyéb deimindlt autoantigének

Egy kozelmultban publikdlt vizsgédlatban 110 korai (<6 hoénap), kezeletlen RA-s
betegben tomegspektrometridval kerestek tjabb deimindlt autoantigéneket. A szérummintdk
gélelektroforézise sordn Osszesen 10 csikot talaltak. Ezek kozott volt a heterogén nukledris
ribonukleoprotein (hnRNP), aldoldz, a-enoldz, calreticulin, 60 kDa hdsokkfehérje (HSP60) és
BiP mint kordbban mar kozolt, valamint a foszfoglicerat kindz 1 (PGK1), stressz-indukélt
foszfoprotein 1, far upstream element-binding protein 1 (FUSE-BP1) és FUSE-BP2 mint yj
autoantigén jeloltek. Ezek koziil deimindlt peptideket taldltak az aldoldz, a-enoldz, PGKI,
calreticulin, HSP60, FUSE-BP1 és -2 fehérjékben. Ezek tehat citrullindicié révén
autoantigénként viselkedhetnek (71).

A 1II. tipusu kollagén C1 epitopja (C1IIl) szintén deiminalodhat. Egy 291 beteget
tartalmazé vizsgélatban a betegek 41%-a mind anti-C11II*, mind anti-o-enoldz” volt. Az anti-

C1III nem mutatott keresztreaktivitast az anti-filaggrin €s anti-CF autoantitestekkel (53).

1.5. Az ACPA-k komplex pathogenetikai szerepe

1.5.1. MHC és non-MHC gének osszefiiggései az ACPA termeléssel

Régota ismert, hogy az RA iranti fogékonysdg, valamint a progresszivitds
szempontjdbol genetikai tényezdknek nagy szerepe van. Amig RA betegekben az ACPA
91%-ban fordult eld, addig a betegek egészséges rokonaiban csupan 19%-ban (59). Ezen beliil
alapvetd a f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) II. osztdlydba tartozé human leukocyta
antigének (HLA) szerepe (30-32,77,78). Bizonyos HLA-DR tipusok (HLA-DRI1, -DR4),
illetve ezen belill a HLA-DRBI1 allélek harmadik hipervaridbilis szakaszdnak egy rovid
szekvencidja, az un ,,shared epitope” (SE) jelenléte szignifikdnsan tarsul RA-hez (30-32,77-
81). A SE nem csak a RA kialakuldsdra, de stlyosabb lefolydsd, destruktiv
betegséglefolydsra, és gyakoribb extraartikuléris tiinetekre nézve is rizikofaktor (30-32,82-

84). Az SE jelenléte szignifikdnsan tarsul az ACPA termeléssel (31,32,78,85), amit magyar
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betegekben is sikeriilt igazolni (78,80). A HLA-DRBI allélek koziil az ACPA termelés
inkdbb a HLA-DRB1*04 (HLA-DR4), mintsem a HLA-DRB1*01 (HLA-DRI1) allélekkel
mutat Oszefiiggést (12,53,78,80,86,87). Mint kideriilt, a citrullindlt epitopokat tartalmazo
peptidek jobban illeszkednek és erdsebb kotést alakitnak ki SE-t tartalmazé HLA-DRBI1
allélek altal kodolt fehérjékkel, mint az ugyanazon a helyen arginint hordozé peptidek (88).
Egy vagy két SE allél hordozdsa szoros asszociaciét mutat az ACPA pozitivitassal
(31,78,80,89,90). Mind az SE jelenléte, mind a magas ACPA szérumkoncentracié fontos
prognosztikai tényezd (lasd késobb), amelynek segitségével a varhatéan progresszivebb
lefolydst mutaté eseteket nagy valdszintiséggel kivalaszthatjuk (11,40,43,78,81,89,91,92).
Ezzel szemben a HLA-DR3 hordozds inkdbb az ACPA” betegséggel allhat Osszefliggésben
(89). Magunk kordbban ugyancsak szignifikdns korreldciét taldltunk a SE hordozas és az anti-
CCP pozitivitas kozott (78,80). Ami talan még fontosabb, nemcsak az anti-CCP jelenléte,
hanem annak abszoldt koncentracidja is korreldl a HLA-DRBI1-gyel (78,87). Magunk az
ismert SE alléleken (HLA-DRB1*01 és DRB1*04) kiviil egyéb DRBI1 allélek és az ACPA
termelés kozti Osszefiiggést is vizsgaltuk. Kideriilt, hogy a HLA-DRB1*13 és DRB1*15
allélek hordozasa is szignifikdns Osszefiiggést mutat az ACPA termeléssel, mig a DRB1*03,
DRB1*07, DRB1*08, DRB1*11, DRB1*14 és DRB1*16 hordozds nem jart emelkedett
szérum anti-CCP szinttel (78). Az anti-CCP mellett a SE az anti-CV (93-95) és anti-CF
termelésre is prediszpondlhat (86).

Ami a nem HLA jellegi egyéb gének lehetséges szerepét illeti, az arginin epitopok
citrullinalasit végz0 PAD enzimek kozil a PAD2 és PAD4 van jelen a gyulladésos
szinoviumban (34). Japan kutatok szignifikdns Osszefliggést mutattak ki bizonyos PAD4
polimorfizmusok és a RA kozott (15,96), amit késdbb koreai (97) és észak-amerikai
betegekben is sikeriilt kimutatni (98). A megfigyelés logikus kapcsolatot teremtene a
genetikai hattér, az anti-CCP antitestek és a RA kialakuldsa kozott. Azonban kaukédzusi
populdcidkban nem sikeriilt ezt az Osszefliggést reprodukdlni (99-102). Hazai vonatkozasban
nem taldltak 6sszefiiggést a PAD4_92G/C illetve PAD4_104T/C polimorfizmusok és az RA
kozott. Ugyancsak nem volt kapcsolat a PAD4 SNP-k és az anti-CCP termelés kozott sem
(80). Mindez arra utal, hogy az dzsiai és eurdpai népek genetikai heterogenitdsa miatt masok
lehetnek a RA-re hajlamosité gének is.

Szdmos adat utal arra, hogy a PTPN22 és CTLA4 génekben taldlhatd egyes
polimorfizmusok Osszefiiggést mutatnak az RA irdnti fogékonysdggal (81,90,98,102-105).
Magunk €és masok kimutattdk, hogy a PTPN22 gén C1858T allél (rs2476601) polimorfizmusa
az anti-CCP illetve RF pozitiv RA-val mutat dsszefiiggést (90,103-105). Ugyanez igaz nem
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differencialt arthritis és korai RA eseteire is (103,105). A PTPN22 1858T allél hordozasa és
az anti-CCP pozitivitds egyiittesen 100% (!) specificitdst jelent az RA diagndzisa
szempontjabol, és ez 8-szor magasabb prediktiv értéket jelent, mint az SE-ACPA
kombindci6é (106). Ezzel szemben a CTLA4 gén rs3087243 polimorfizmusa nem
kapcsolodott az ACPA termeléssel (90,102).

Az interferon reguldlé faktorok (IRF) koziil az IRF5 gén polimorfizmusat
Osszefiiggésbe hoztdk az SLE, majd néhany betegben az RA irdnti fogékonysiggal. Egy nagy
kohorszban az IRF5 gén rs2004640 polimorfizmusa elsésorban az ACPA"™ RA-val mutatott
asszociiciot, de kisebb mértékben hajlamositott ACPA pozitiv RA-ra is (107). Ezen adatok
arra utalnak, hogy bizonyos genetikai faktorok (HLA-DR3, IRF5 SNP-k) ACPA
szeronegativitasra, és ezaltal enyhébb betegséglefolydsra hajlamosithatnak (89,107).

Az Fcy receptorok szdmos immunoldgiai folyamatban részt vesznek. Egy
munkacsoport az Fcy receptor IIIA (FcyRIITA) 158V/F SNP 6sszefiiggését vizsgélta az RA-
val és az ACPA termeléssel. Osszesen 945 RA betegben kimutattak, hogy a VV genotipus
dltalaban asszocidlt RA-val. Ezen beliil a VV genotipus az ACPA" betegséggel mutatott
Osszefiiggést (108).

Mindezek alapjan a SE, valdszinlileg egyéb MHC gének (HLA-DBP1, HLA-
DRB1*13, HLA-DRB1*15) és non-MHC (PTPN22, IRFS5, FcyRIIIA-158V/F) gének szoros
Osszefiiggésben éllnak az ACPA pozitivitdssal. Az utdbbi évek kutatdsai szerint ezek a gének
valészintileg nem direkt médon befolydsoljdk az RA irdnti fogékonysdgot és a betegség
kimenetelét, hanem dontéen az ACPA termelésen keresztiil. A genetikai vizsgalatokban
tapasztalt kiilonbségek azt sugalljak, hogy ezek az Osszefiiggések kiillonbozd (kaukdzusi,

azsiai) népcsoportokban eltérden jelenhetnek meg.

1.5.2. Osszefiiggés kornyezeti, életmédi tényezdkkel

Szamos, elsOsorban skandindv, francia és holland tanulmény jelent meg a kornyezeti
tényezok, elsOsorban a dohdnyzds, valamint a SE ¢és ACPA termelés lehetséges
Osszefiiggéseirdl. A dohanyzékban megnd az RA extraarticularis manifesztiacidinak (subcutan
csomok, cardiovascularis komplikécidk) gyakorisdga, viszont a dohdnyzds tgy tlinik, nem
mutat Osszefiiggést a radiolégiai progresszioval (19). A dohdnyzds serkenti a szdveti
citrullindciét és ezdltal az ACPA termelést (19,109-113). Egy 515 SE homozigéta beteget
magéban foglalé ddn vizsgédlatban az ACPA* RA kialakul4sdnak rizikéja erés dohdnyosokban

(>20 ,,doboz-év*) 53-szoros volt (111). Svéd, dén €s francia munkacsoportok a dohdnyzas és
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az ACPA termelés kozti Osszefiiggést csak SE hordozokban igazoltdk (19,109-114). A
dohdnyzds SE hordozdokban az anti-CCP abszolut mennyiségét is fokozza (87). Amikor a SE
képiaszamat vizsgaltdk, az ACPA®™ RA kialakuldsdnak rizik6ja nem dohdnyz6, SE
heterozigétdkban vagy dohdnyz6, SE negativakban 2,4-2,8-szoros; dohdnyz6, SE
heterozigétdkban 7,5-szeres, mig dohdnyz6, SE homozigétikban 16-szoros volt (109-
111,113). Erdekes, hogy amig, mint lattuk, az MHC antigének koziil dltalaban leginkabb a
HLA-DRB1*04 allélek mutattak 6sszefiiggést az ACPA termeléssel, addig a dohanyzas és
MHC kapcsoltsaga terén éppen forditva, a HLA-DRB1*01 allélek mutattdk a legszorosabb
Osszefiiggést dohanyosokban az anti-CCP pozitivitdssal (87). A dohdnyzds nem mutat
Osszefiiggést a PTPN22 1858T allélhordozassal az ACPA termelés tekintetében (19,102,113).
A dohdnyzéds kumulativ mennyisége ardnyos az anti-CCP pozitivitdssal illetve az ACPA
titerrel is (109,113). A dohdnyzas tehat az RA egyik f6 rizik6faktora, mely egyrészt fokozza a
betegség irdnti fogékonysdgot, masrészt fenndll6 RA esetén a betegség progresszidjat (109-
111). A hattérben részben a szoveti necrosis és ennek talajan a szoveti citrullindcié
fokozddésa, valamint a citrullindlt epitépok szérdddsa (epitope spreading) dllhat (109,112).
Mis életmddi, kornyezeti tényezOk vonatkozdsidban, elsdsorban skandindv (svéd és dén)
betegekben azt taldltak, hogy amig a sziiletéskor magasabb teststly és oralis antikoncipiensek
szedése fokozza az RA rizikgjat, a voros hds nagymértékl fogyasztasa nem befolydsolja az
RA iranti fogékonysdgot, az alkohol, kiilondsen a bor, valésziniileg védd hatdsi. A
betegségriziké szempontjabdl a D vitamin és az Osztrogénbevitel neutrdlis volt (18,109-111).
SE homozigéta dén betegekben az anti-CCP"™ RA kialakuldsdnak rizikéja sok kavét
fogyasztokban (>5 csésze/nap) 53-szoros, antikoncipienst szedOkben 45-sz0ros volt. A kevés
alkohol fogyasztasa (<10 italegység/hét) védo hatdsu volt, a riziké -2-nek bizonyult. A elhizés
az ACPA™ RA-ra hajlamositott (111).

1.6. Az ACPA betegségspecificitasa

Mint lattuk, az ACPA elsddlegesen RA-val asszocidlt, de ritkdn egyéb reumatoldgiai
korképekben is el6fordulhat. A spondylarthropathidkat tekintve, amikor psoriasisos, arthritis
psoriaticas (PsA) és korai RA-s betegeket hasonlitottak 0ssze, mig az RA-s betegek 74%-a
anti-CCP* volt, ezt PsA-s betegek mindossze 7%-aban, psoriasisos (de nem arthritises)
betegek 0,7%-4ban és az egészséges kontrollok 2%-éban észlelték (115). Egy masik, PsA és

RA betegeket magaban foglalé tanulmanyban a szeropozitiv RA betegek 97%-a, viszont a
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PsA betegeknek minddssze 6%-a volt anti-CCP" (116). Spondylitis ankylopoetica (SPA)
tekintetében 1ényegében nincs értékelhetd kozlés. A kozelmultban viszont kideriilt, hogy a
spondylarthropathidk pathogenezisében kiemelt szerepet jatsz6 HLA-B27 antigének, ezen
belil a B*2705 és B*2709 altipusok citrullindlédnak és ez megvdltoztatja az
antigénprezentacios képességiiket (117).

Az autoimmun kotOszoveti betegségeket tekintve SLE-ben irtdk még le az ACPA
pozitivitast. Kinai lupusos betegekben az anti-CCP pozitivitast a betegek 14%-aban észlelték,
és az ACPA pozitivitds elsdsorban azon betegekben volt kimutathatd, akiknek arthritisiik is
volt (118). Sclerodermdban a betegek 3%-aban, RA-scleroderma overlap syndromaban 86%-
ban, mig ugyanezen kohorszban RA-ban 64%-ban észleltek ACPA pozitivitdst (119).
Munkacsoportunk 22 RA-scleroderma overlap beteget bemutatd vizsgalatdban minden beteg
(100%) anti-CCP* volt (120). Mint l4ttuk, az a-enoldz elleni autoantitest is igen magas
szazalékban SLE-ben (27%) és sclerodermaban (30%) is kimutathaté volt (73).

Nyilvanvaléan felmeriil a kérdés, hogy az ACPA miért elsésorban RA-ban és RA
overlap syndromdkban termelddik, spondylarthropathidkban vagy primer kotdszoveti
betegségekben csak igen kevés betegben. Bar a pontos magyardzatot nem ismerjik, a
specificitds egyik oka az epitdp szorddas (,.epitope spreading”) lehet, melynek sordn a
citrullindlt antigének olyan kombinacidja (filaggrin+fibrinogén+enoldz) jelenik meg az RA
synoviumban, amely més arthritisekben nem (12,109,112). Masrészt, a SE és PTPN22 altal
meghatédrozott genetikai hajlam és a dohdnyzds ACPA termeléssel vald 0sszefiiggéseit is csak
RA-ban sikeriilt igazolni, igy a genetikai és életmddi faktorok is hozzdjarulhatnak az ACPA
termelés RA-specificitdsahoz (12,18,109,110,112).

1.7. Az ACPA prediktiv és prognosztikai jelentosége

1.7.1. Az ACPA mint preklinikai és korai prediktiv marker

A reumatoldgiai rendeléseken szamos beteg korai, nem differenciélt polyarthritisszel
(NDP) jelentkezik. A betegek egy része definitiv RA-s lesz, médsok évekig megmaradnak az
NDP fézisaban, mig egy kis hdnyadban spontdn remisszidé kovetkezik be. Sziikségiink van
olyan biomarkerekre, melyekkel elére meg lehetne jésolni a kimenetelt (56,121,122).
Ismeretes, hogy azokban az egyénekben, akiknél késobb RA alakul ki, az esetek nagy

részében mar évekkel korabban jelen lehet az anti-CCP (25% ill. 52% a masfél éven tul, ill.
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masfél éven belill kialakul6 RA esetében) (13,121,123). Az ACPA jelezheti definitiv RA
kialakuldsat NDP-ben (91,121,122). Az ACPA tehat, kiilondsen a genetikai prediszpozicid
meghatdrozasdval egyiitt, igen korai marker lehet, mely elére jelezheti a betegség
kialakulasat, ezért kivalo eszkoz az RA korai diagnosztikdjaban (11,13,53,56,78,90,104-
106,121,122).

1.7.2. Az ACPA termelés prognosztikai jelentosége kialakult RA-ban

Az ACPA-knak igen fontos prognosztikai jelentdsége van, mivel mar korai RA-ban is
nagyobb aranyban fordulnak el azokban a betegekben, akiknél sulyosabb lefolyast, tobb
izlileti er6zidval és destrukcidval jaré korkép fejlodik ki (13,43,56,78,81,122,124-129). Az
ACPA™ betegekben 6-10 éves kovetés utdn jelentdsebb destrukciét figyeltek meg (31,56,122).
Az ACPA™ betegekben tartésabb, a DAS28-cal és vérsejtsiillyedéssel jelzett betegségaktivitds
és fokozott radioldgiai progresszi6 figyelhetd meg. A sulyossdggal és kimenetellel vald
Osszefiiggést mind az anti-CCP, mind az anti-MCV tesztek esetében igazoltdk
(13,24,25,56,64,124-127). Mindez igaz nagyon korai (<3 hénap) RA esetén is (56). Ugy
tiinik, a kimenetel szempontjabdl az ACPA a legjobb marker, prediktiv értéke jobbnak
bizonyult, mint az SE vagy PTPN22 polimorfizmusé (81) és a 10 év utdni radioldgiai
progresszi6 jelzése tekintetében is az ACPA bizonyult az egyik legjobb markernek (129). Az
ACF antitestek prediktiv értéke is igen jonak bizonyult az egy éve fenndll6 korai RA
diagnézisdnak feldllitidsa illetve két év utdn a radioldgiai progresszié megitélése
szempontjdbol (68). Egy norvég munkacsoport négy prognosztikai valtozé prediktiv értékét
Osszehasonlitva megdllapitotta, hogy 10 éves koOvetés utin az erozivitds, destrukci
szempontjabol a legerdsebb prediktiv értéke az anti-CCP pozitivitdsnak volt (OR 4,0), ezen
beliil a magas ACPA koncentracié 9,9-szeres rizikét jelentett. A mdasik harom indikétor (ndi
nem, vérsejtsiillyedés, RF) prediktiv értéke 3,1-3,3 kozott volt (130). Ujabban kideriilt hogy a
SE ©Onmagdban taldn nem is olyan j6l korreldl a progresszivitdssal, hanem az ACPA
termelésen keresztiil, indirekte befolydsolja a kimenetelt (10,84). Mint lattuk, a HLA-DRB1
vagy a PTPN22 az ACPA termeléssel egyiittesen, komplex prognosztikai markerként
hasznalhat6 (53,78,90,104-106).

Igen érdekes, hogy ACPA™ polyarthritisben hogyan lehet a diagndzist illetve a
kimenetelt megerdsiteni. Egy francia tanulmanyban 30 NDP-s beteget kovettek. Egy év utdn

16 betegben alakult ki definitiv RA. ACPA pozitivitds nem alakult ki, és a hagyomdanyos
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rontgen nem tudta megjosolni, hogy melyik betegben alakul ki RA, melyik marad NDP. Az
MRI vizsgalat, illetve az alkalmazott RAMRIS pontozés jol jelezte a késobbi kimenetelt
(131).

Valészinti tehat, hogy az ACPA pozitivitds illetve negativitds alapjan az RA két jol
elkiilonithetd altipusa definidlhatd. Bér taldn a betegség kezdetén az ACPA alapjan a kétféle
fenotipus nem kiilonboztethetd6 meg, a késobbi betegséglefolyds sordn az altaliban SE-&s
PTPN22 1858T allélt hordoz6, dohdnyzo betegek magasabb iziileti erozivitast €s rosszabb
progndézist mutatnak szemben a HLA-DR3 illetve PTPN22 1858C pozitiv, nem dohdnyz6
betegekkel (11,13,17,78,109,110). A nem differencialt polyarthritisbdl definitiv RA-va vélas
predikcidjaban valdsziniileg tobb prediktiv markert (ACPA, SE, PTPN22, MRI) egyiittesen
kell haszndlnunk (11,13,17,130,131).

Alig van adatunk arra vonatkozdan, hogy az ACPA termelés Osszefiiggésben dll-e a
taléléssel. Egy finn tanulmdnyban 604 RA-s beteg keresztmetszeti vizsgalatiat végezték el
1987-ben ACPA és RF status tekintetében, majd kovették a betegek tulélését. A betegek
koziil 160 (25%) hunyt el 1999-ig. Mig az RF pozitivitds, valamint az abszoluit IgA és IgM
RF, valamint anti-CCP szintek korreldltak a mortalitdssal, az anti-CCP pozitivitds 6nmagédban
nem (132). Mint lattuk, sajat vizsgalatunkbdl is az deriilt ki, hogy nemcsak az ACPA

pozitivitds, hanem az abszolit érték is 1ényeges (78).

1.8. Autoantitest-szintek valtozasa a betegséglefolyas soran és a terapia hatasara

1.8.1. ACPA termelés korai arthritisben és a betegség elorehaladtdval

Ismeretes, hogy az ACPA-k megjelenése, legalabb a betegek felében, akar évekkel
megeldzheti a klinikailag manifesztdlodo betegség megjelenését (68,123). Igen korai arthritis
(<3 hénap betegségfenndllds) esetén a pozitiv ACPA teszt ardnya valamivel kisebb, mint a
madr kialakult betegségben, de a definitiv, diagnosztikai kritériumoknak megfeleld6 RA-ban az
ACPA statusz csak igen ritkdn (kb. 5%) véltozik (43,56,127,133-135). Egy svéd tanulmany
adatai szerint kozel 100 RA-s beteg koziil két negativ beteg pozitivva, harom pozitiv pedig
negativva valt harom éves kovetés sordn (127). Mdsok viszont atlagosan 13 éves kovetés
soran az IgG anti-CCP szintek legaldbb 25%-o0s csokkenését mutattdk ki az RA-s betegek
felében, fiiggetleniil az alkalmazott terapiatdl (133). Az ACPA szint tehat az évek

eldrehaladtaval kismértékii csokkenést mutathat, de az ellenanyagszint véltozasa nem koveti
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az aktudlis allapot, az iziileti gyulladas sulyossdganak ingadozésat (127,133,134), vagyis nem
aktivitdsi marker. Osszességében tehit az ACPA termelés egyes betegekben stabil marad (a

RF-nél stabilabb), mig masokban véltozhat a betegséglefolyas soran.

1.8.2. A biologiai terdpia és az ACPA termelés Osszefiiggései

A modern bazisterdpids €s bioldgiai terdpids szerek szamottevoen befolyasolhatjak az
autoantitestek szintjét, sot jelenlétét is. Masrészt, az ACPA pozitivitds esetleg elore jelezheti a
bioldgiai terdpia hatékonysagit. Ami a terdpia hatdsara bekovetkez6 ACPA véltozasokat illeti,
egy munkacsoport 33 RA beteget kezelt infliximabbal. Mind az anti-CCP, mind az IgA RF
termelés csokkent 30 hét utdn, de a csokkenés 54 hét utdn mar nem volt szignifikans (136).
Egy 66 RA-s beteget érintd tanulmany adatai szerint mind az anti-CCP, mind az IgM RF szint
jelentdsen csokkent az atlagosan 14 hénapos kovetési id6 alatt, de mig az anti-CCP szint
csokkenés a betegség fenndllasi idejével fiiggott ossze, addig a RF szint a kezelésre adott
valasz fiiggvényében csokkent (133). Ezzel szemben két masik tanulméiny adatai szerint
infliximab kezelés hatdsara a RF szintek szignifikdnsan csokkentek, mig az anti-CCP szint
stabil maradt (134,137). Ugyanakkor meghdromszorozoédott az antinukleéris antitest (ANA)*
esetek szdma a vizsgalt csoportban. Egy masik, ugyancsak infliximabbal kezelt csoportban
szintén jelentdsen megndtt az ANA™, ezen beliil az anti-nukleoszéma® és anti-dSDNA* RA-s
betegek ardnya (138). Ami az adalimumab terdpiat illeti, 188 kezelt RA-s betegben azt
talaltak, hogy 28 hét utdn az IgM RF szintje 31%-kal, mig az anti-CCP szint csupan 8%-kal
csokkent. Amig a terdpidra jOl reagdlok kozott az ACPA termelés 16%-kal csokkent, addig a
terdpiarefrakter esetekben ez 4%-kal nétt. Amig az RF" betegek 17%-a kezelés hatdsdra
szeronegativva valt, ezt az ACPA esetében nem észlelték (139,140). Az anti-CV termelés méar
18 hoénapos infliximab kezelés utdn csokken (62). Az ACF tekintetében az infliximab 31%-
kal, az adalimumab 14%-kal csokkentette az autoantitest termelést (140). Ami az izotipusokat
illeti, anti-TNF kezelés hatdsdra elsésorban az IgG4 ACPA izotipus termelése csokkent (140).
Mindez arra utal, hogy az ACPA termelés csokkenése Osszességében nem egyértelmii, anti-
TNF kezelés hatdsara stabil is maradhat. Ezen beliill azonban a terdpidra jol reagald
betegekben csokkenhet. A RF-ral ellentétben ACPA szeronegativva vélas alig fordul el6.

A madsik aspektusbdl tekintve tgy tiinik, az ACPA™ illetve RF" betegek rosszabbul
reagalnak bioldgiai terdpidra. Egy 642 beteget magaban foglal6 vizsgédlatban, ahol infliximab,
etanercept vagy adalimumab kezelés tortént, mindharom anti-TNF szer kevésbé volt hatékony

anti-CCP és/vagy RF szeropozitiv betegekben. Ez a hatds fiiggetlen volt a SE hordozastol
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vagy a PTPN22 genotipustdl (141). Egy 30 infliximabbal kezelt beteget magédban foglal6
vizsgélatban a terdpia hatékonysdga szignifikdns korreldciét mutatott az anti-CCP titerrel
(142). Mas, szintén az anti-TNF terdpia hatékonysigat eldre jelz0 biomarkereket keresd
vizsgalatban azonban sem az anti-CCP, anti-keratin, APF, anti-a-enoldz pozitivitds, sem mas
biomarkerek (pl. protedzok, csontbontds markerei, COMP) termelése nem mutatott
Osszefiiggést az infliximab kezelésre adott valasszal (143).

Ezek az adatok egyrészt azt mutatjdk, hogy a bioldgiai szerek jelentdsen befolydsoljak
az immunrendszer mukodését, ezen beliil az autoantitestek termelddését, masrészt a
szeropozitiv és szeronegativ betegek esetleg eltéréen reagalhatnak a terdpidra. Legjelentdsebb
valtozdsra az autoantitestek szintjében az anti-CD20 antitest (rituximab) kezelés
kovetkeztében szamithatunk. Ilyenkor a B sejtek szama igen erésen csokken, ami egyiitt jar a
szérum immunglobulin szintek csokkenésével (144-146). A synovialis B sejtszam csokkenése
korrelaciét mutatott a rituximab klinikai hatékonysdgaval és a Dbetegségaktivitds
csOkkenésével (144,146). Mivel az autoantitesteket a B sejtek termelik, a B sejt depléci6 az
ACPA termelésre is kedvezoen hat (144,146). A rituximab 36 hét utan csokkentette az ACPA
termelést (146). Egy kisebb RA-s csoporton végzett tanulmdny adatai szerint a rituximab
kezelés a betegek tobbségében jelentds klinikai javuldst okozott, amit a CRP szintek
csOkkenése kisért. Ezzel parhuzamosan valamennyi vizsgalt autoantitest (IgM, IgA és I1gG
RF, anti-CCP) szintje er0sen csokkent, €s tartésan alacsony is maradt. A betegek tobbségében
idovel (a kezelés abbahagydsat és a B limfocita-szam helyredllasat kovetéen 0-17 hénappal)
relapszus jelentkezett, amely mindig egyiitt jart legaldbb egy autoantitest szintjének
szignifikdns emelkedésével (145).

Kezdeti adatok megjelentek a nagydézisi kemoterdpidt kovetd autoldg
Ossejttranszplantacié (ASCT) kapcsan is. Egy tanulmdnyban 6 refrakter RA-s beteget
transzplantdltak. A harom, ASCT-re tartésan (egy éven tdl is) jol reagdlé betegekben

szignifikdnsan csokkent az ACPA termelés, mig a 3 relapszust mutatd betegben nem (147).
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2. Célkitiizések

A DEOEC Reumatolégiai Tanszékén tobb évtizede folyik RA-s betegek gondozasa,
kezelése. Jelenleg mintegy 700 fore tehetd a gondozott betegek szdma. Jomagam 2004-ben
keriiltem kapcsolatba rezidensként az arthritis munkacsoporttal és kapcsolédtam be a betegek
ellatasaba, a kutatasba és oktatasba.

Az RA és az ACPA-k Osszefiiggéseinek vizsgélata kapcsan az alabbi célkitlizéseim

voltak:

1. A vildgon az elsék kozott alkalmaztuk az dj anti-MCV tesztet. Ossze kivantuk vetni

ezen ELISA diagnosztikus teljesitményét a standard masodik generdcids anti-CCP2 teszttel.

2. Miutan az anti-CCP IgG izotipusdaval kapcsolatban szamos kutatds jelent meg, de
gyakorlatilag nem allt rendelkezésiinkre informaci6 az IgA és IgM izotipusokkal
kapcsolatban, célul tliztik ki az IgA és IgM anti-CCP kimutatdsdra alkalmas mddszer
kidolgozasat. Elemezni kivantuk ezen antitestek diagnosztikus értékét és a betegséglefolyassal

parhuzamos valtozasat.
3. A harmadik generécidés anti-CCP3 és anti-CCP3.1 ELISA alkalmazasa sordn arra

kivantunk valaszt kapni, hogy az anti-CCP teszt tovédbbfejlesztése jelent-e diagnosztikus

eldnyt a masodik generécids teszttel szemben.
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3. Betegek és modszerek

3.1. Betegek

A vizsgalatokhoz 119, a Reumatoldgiai Tanszéken gondozott RA-s betegtdl nyertiink
szérummintat. Minden beteg megfelelt az ACR klasszifikacids betegségkritériumainak (148).
A 119 RA-s beteg koziil 100 n6 és 19 férfi volt, atlagéletkoruk (xSD) 52,7 £ 12,5 év
(tartomdny: 19-77 év) volt. Ez a koreloszlas statisztikailag nem kiillonbozott a kontrolloktol.
Az RA itlagos betegségfenndlldsi ideje 10,2 = 9,1 év volt. Osszehasonlitdsul 118 kontroll
személy szérumat vizsgaltuk meg. Ezek koziil 74 kontroll egyéb reumatoldgiai betegségben
szenvedett: 37 primer Sjogren szindromaban (pSS), 30 poly-/dermatomyositisben (PM/DM)
€s 7 osteoarthritisben (OA). A maradék 44 személy egészséges onkéntes volt. A betegek

demografiai adatait az 1. tdblazat mutatja. A szérummintdkat felhasznalasig -80°C-n taroltuk.

1. tabldzat A betegek és kontrollok demogréfiai mutat6i

Kor (év L .
(étlagiSl))) Feérfi/né
RA (n=119) 52.7+12.5 19/100
pSS (n=37) 55.9+15.2 2/35
PM/DM (n=30) 47.8+14.5 6/24
OA (n=7) 56.6+16.6 2/5
Egészséges kontroll (n=44) 45.8+£10.6 13/29

(RA: rheumatoid arthritis; pSS: primer Sjogren szindréma; PM/DM: poly-dermatomyositis; OA: osteoarthritis)

3.2. ACPA és RF meghatarozas

Az anti-CCP2 IgG szintek meghatdrozasa mdasodik generdciés ELISA (QUANTA
Lite™ CCP IgG ELISA; INOVA Diagnostics Inc., San Diego, CA, USA) haszndlataval
tortént. Ebben a tesztben antigénként a mikrotiter lemez felszinéhez kotott szintetikus
citrullinalt peptideket alkalmaznak. A tesztet a gyart6 utasitdsainak megfelelden végeztiik €s
20 IU/ml folotti értékeket tekintettiink pozitivnak.

Az anti-CCP2 IgA és IgM szintek meghatdrozasa sordn a citrullindlt peptidekkel fedett

lemezek, a mintahigit6 oldat, a mos6folyadék, a TMB szubsztrét és a szinreakcidt ledllit6 stop
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oldat a fentiekben leirt QUANTA Lite™ CCP ELISA-bdl szarmazott. A szérummintikat
1:100 ardnyban higitottuk, és 60 percig inkubdltuk a lemezeken. A megkotott antitesteket
tormaperoxiddzzal (HRP) konjugélt nydl anti-human IgA és IgM antitestek segitségével
detektaltuk (DAKO A/S, Glostrup, Dénia). Az eredményeket optikai denzitds (OD)
formdjéaban fejeztiik ki. Az optimélis cutoff értékeket (IgA anti-CCP2: 0,198; IgM anti-CCP2:
0,513) "receiver operating characteristic" (ROC) gorbe analizis révén hataroztuk meg.

A harmadik generdcids anti-CCP antitestek kimutatdsa az INOVA Diagnostics Uj
fejlesztésti anti-CCP3 és anti-CCP3.1 IgA/IgG ELISA tesztjeinek haszndlatdval tortént. Az
anti-CCP3 teszt az alkalmazott citrullindlt antigén(ek) tekintetében tér el a masodik
generdcios tesztektdl, mig az anti-CCP3.1 teszt emellett a kimutatott antitest izotipusaban is
kiillonbozik; IgG és IgA izotipusu antitestek egyiittesét méri. Ezeket az ELISA kiteket a
madsodik generédcids anti-CCP2 teszttel vetettilk 6ssze a ROC gorbék analizise, valamint a
szenzitivitds és specificitds meghatarozasa révén.

Az anti-MCV IgG antitestek meghatdrozdsa is ELISA-val tortént (Orgentec
Diagnostika GmbH, Mainz, Németorszdg) a gyartd éltal javasolt protokollnak megfelelden.
Ez a tesztkit antigénként rekombindns MCV-t tartalmaz. Az MCV a humdn monocytdkban
taldlhaté vimentin varidnsnak rekombindns formdja, amely a nativ vimentintdl egyrészt a
jarulékos arginin reziduumok jelenlétében kiilonbozik és egyéb szekvencidkban is eltér attdl.
A cutoff érték 20 U/ml volt.

Az IgM, IgA, és IgG izotipusi RF meghatirozdsa standard ELISA-val tortént
(ImmuLisa RF IgM, IgA, és IgG, Immco Diagnostics, Buffalo, NY) a gydrt6 utasitdsainak
megfelelden. A referencia tartomény felsd hatdra RF IgM esetén 9 IU/ml, RF IgA esetén 25
EU/ml, és RF IgG esetén 25 EU/ml volt.

3.3. HLA-DRBI1 genotipizalas

A genomikus DNS izoldldsa 85 RA-s beteg periférids vérébdl, a gyartd ajanldsainak
megfeleléen, QIAamp Blood Mini Kit (QIA-GEN GmbH, Germany) hasznalatdval tortént. A
HLA-DRBI tipizalds és szubtipizdlds polimerdz lancreakciéval (PCR), szekvenciaspecifikus
primerek (Olerup SSP™, GenoVision Inc., PA, USA) segitségével tortént, ahogyan azt a
korabbiakban leirtuk (77). Az aldbbi shared epitop allélek jelenlétét vizsgéltuk: HLA-
DRB1*0101, HLA-DRB1*0102, HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0405
és HLA-DRB1*0408.
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3.4. Statisztikai analizis

Az RF, anti-CCP és anti-MCV-re vonatkoz6é diagnosztikus szenzitivitds é&s
specificitds, valamint a pozitiv (PPV) és negativ prediktiv (NPV) értékeket definicié szerint
kiszamoltuk. Az antitest tesztek diagnosztikus hatékonysdgat ROC gorbe analizis segitségével
vizsgaltuk, grafikusan dbrdzolva a szenzitivitast az 1-specificitds fiiggvényében kiilonb6z0
cutoff értékeknél. Az optimadlis cutoff értékek anti-MCV é€s anti-CCP2 tesztekre vonatkoz6
értékeinek meghatdrozasa a ROC gorbék alapjan tortént. A kiilonb6zo csoportok kozti antitest
szinteket a non-parametrikus Mann-Whitney-féle U-teszttel hasonlitottuk dssze. A kiilonb6zd
vizsgalati csoportokban az autoantitestek mennyisége nem Gaussi megoszldst mutatott. Az
anti-MCV, anti-CCP és RF szintek kozti kapcsolat illetve az anti-CCP2 izotipusok kozti
Osszefiiggések meghatdrozdsdra a Spearman-féle korreldciét hasznaltuk. Az anti-CCP2
antitestek és a RF-k kiilonb6z0 izotipusainak el6forduldsa kozti asszocidcid, valamint az anti-
CCP2 egyes izotipusai, a betegségtartam illetve a HLA-DRB1 SE kozti Osszefliggések
vizsgdlatira a Fisher-féle exact tesztet alkalmaztuk. Minden esetben a p<0,05 értékeket
tekintettiilk szignifikdnsnak. Minden statisztikai analizis elvégzéséhez az SPSS Windows

(v11.0) statisztikai csomagot hasznaltuk.
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4. Eredmények

4.1. Anti-MCYV autoantitestek vizsgalata

4.1.1. Anti-MCYV termelés az egyes beteg- és kontrollcsoportokban

Az RA-s betegek szérum anti-MCV koncentricidja szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult (ko6zépérték: 60,8 U/ml, interquartilis tartomény [IQR]: 21,2-348,4 U/ml), mint az
egészséges kontrolloké (atlag: 8,9 U/ml, IQR: 5,4-13,3 U/ml; p<0,0001) vagy az egyéb
reumatoldgiai betegségben szenvedoké (atlag: 9,8 U/ml; IQR: 3,7-14,7 U/ml; p<0,0001) (3.

abra).

3. dbra Anti-MCYV szérumszintek
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4.1.2. Az anti-MCV, anti-CCP2 és RF tesztek diagnosztikus teljesitménye, a gydrto dltal

ajanlott cutoff értékeket haszndlva

Amikor mindegyik tesztnél a gyartok altal ajanlott cutoff értékeket hasznéltuk, az RA-
s betegekben az anti-MCV volt a leggyakrabban pozitiv, ami 75,6%-os diagnosztikus
szenzitivitdst eredményezett (2. tdblazat). Ez 4%-kal illetve 9%-kal meghaladta az IgM RF
illetve az anti-CCP2 szenzitivitasat. Az IgA és IgG izotipusu RF egyarant viszonylag ritkan
volt pozitiv, ezen tesztek szenzitivitdsa 36,9% illetve 37,8% volt. Amikor az RA-s betegeket
csak az egészséges egyénekhez hasonlitottuk, az Osszes vizsgdlt autoantitest assay
specificitdsa kival6 (95,5-100%) volt (2. tablazat)

Ami a reumatoldgiai betegkontrollokat illeti, anti-MCV pozitivitds a pSS-s betegek
kozt 4 esetben, PM/DM-sek kozt 3 esetben és az OA-s betegek koziil egy esetben volt
megfigyelhetd. Mindez Osszességében 91,1%-os specificitdst eredményezett.

Ugyanakkor anti-CCP2 pozitivitds a pSS-s és a PM/DM-es betegek kozt is 1-1 esetben
fordult eld, ami az RA-t tekintve 98,3%-os specificitast eredményezett.

A RF mindhdrom izotipusa magas prevalencidit mutatott pSS-s és PM/DM-es
betegekben. Az IgM RF a pSS csoport betegeinek 40,5%-4ban, a PM/DM csoport betegeinek
16,6%-4ban volt jelen. Ennek kovetkeztében a kiilonbozd izotipusu RF-k diagnosztikai

specificitdsa alacsonynak bizonyult (IgM: 82,2%, IgA: 88,9%, 1gG: 87,3%).

2. tabldzat Az IgM RF, anti-CCP2 és anti-MCV tesztek diagnosztikus szenzitivitasa,
specificitdsa, pozitiv (PPV) és negativ (NPV) prediktiv értéke RA-ban, a gyart6 altal javasolt
cutoff értékek figyelembevételével

IgM RF Anti-CCP2 Anti-MCV

Szenzitivitas (%) 71.4 66.4 75.6
Specificitas (%)

(RA vs egészséges kontrollok) 71 100 935
Specificitas (%)

(RA vs osszes kontroll) 822 98.3 L5
PPV (%) 80.2 97.6 90.0
NPV (%) 74.0 74.4 78.8
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A tesztek diagnosztikai teljesitményének vizsgalata céljabol ROC gorbe analizist
végeztiink. A szamitdsok alapjan a gorbe alatti teriilet (area under curve, AUC) az anti-MCV
esetén 0,853 (95% CI: 0,801-0,905), mig az anti-CCP2 esetén 0,910 (95% CI: 0,873-0,946)
volt (p= nem szignifikans) (4. dbra).

Az AUC értékek mind az anti-MCV, mind az anti-CCP2 esetében meghaladtik az
IgM RF esetén kalkuldlt értéket (0,788; 95% CI: 0,728-0,847).

4. dbra Az anti-MCV és anti-CCP2 ELISA "receiver operating characteristic" (ROC) gorbéi

Szenzitivitas

1,0

0,0

W 1
O
Q0 i

0,0 1,0

1 - Specificitas

(Folytonos vonal: anti-CCP2 ELISA; Szaggatott vonal: anti-MCV ELISA)

4.1.3. Az anti-MCV és anti-CCP2 tesztek diagnosztikus teljesitménye optimalizdlt cutoff

értékeket haszndlva

A ROC gorbe analizis ugyancsak lehetové teszi az optimdlis cutoff érték
meghatdrozasit. Optimdlisnak tekinthetd az a cutoff érték, amely alkalmazédsdval a maximaélis

diagnosztikus szenzitivitds és specificitds érhetd el. Az anti-MCV és az IgM RF esetén az
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optimalis cutoff értékek (20,3 U/ml illetve 8,3 IU/ml) hasonlénak bizonyultak a gyértdk éltal
ajanlott értékekhez, igy nem véltoztatta meg a szenzitivitds és specificitds értékeket. Az anti-
CCP2 esetén azonban az optimdlis cutoff érték 12 U/ml volt, ami a specificitds kismértékli
csokkenése mellett (95,8%) a szenzitivitds mintegy 8%-os novekedéséhez vezetett (74,8%).

(3. tablazat).

3. tabldzat
Diagnosztikus szenzitivitds és specificitds optimalizalt cutoff értékek mellett

. | Anti-MCV
Ant-MCV | Anticepz | AREMEY S és/vagy
anti-CCP2
Szenzitivités (%) 75.6 748 66.4 782
Specificitas (%) 915 958 983 915

Ugyancsak a ROC analizis eredményeinek felhaszndldsdval, lehetséges az egyes
tesztek specificitdsat egységesiteni, ezdltak szenzitivitdsuk egyértelmiien Osszevethetd.
Autoantitestek esetében a 95%-os specificitds altalanosan elfogadott, mint diagnosztikailag
optimalis érték. Az altalunk vizsgalt diagnosztikai tesztek esetében a 95%-os specificitds az
anti-MCV esetében 26,3 U/ml, az anti-CCP2 esetében 11,7 U/ml, mig az IgM RF esetében
50,3 IU/ml cutoff értéknél valosult meg. Ez az anti-MCV teszt esetében 69,7%, az anti-CCP2
esetén pedig 74,8% szenzitivitast eredményezett, mikozben az IgM RF teszt szenzitivitidsa

33,6%-ra csokkent.

4.1.4. Az anti-MCV, anti-CCP2 és IgM RF pozitivitds kozti osszefiiggés

Mindhédrom teszt esetében az optimalizalt cutoff értékeket haszndlva, az anti-MCV,
anti-CCP2 és IgM RF egyiittes pozitivitdsa 70 RA-s betegben (58,8%) volt megfigyelhetd.
Ezzel szemben 18 beteg (15,3%) mindhdrom autoantitestre negativ volt.

Az RA-s csoportban az anti-MCV ¢és IgM RF kozti egyezési rata 81,5%, mig az anti-
MCV és anti-CCP2 tesztek kozt 88,2% volt. Az anti-MCV és anti-CCP2 kombinaciot
haszndlva, ezen antitestek egyikének vagy mindkettének a pozitivitdsa, 78,2% / 66,4%
szenzitivitst illetve 91,5% / 98,3% specificitist eredményezett. A kettds pozitivitds pozitiv

prediktiv értéke (PPV) RA-ban 97,5% volt.
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Fontos hangsilyozni, hogy RA-ban az IgM RF esetek 41,2%-a (14 beteg) és az anti-
CCP2" esetek 30%-a (9 beteg) anti-MCV™ volt. Ugyanakkor az anti-MCV™ RA-s betegek
27,6%-a (8 beteg) anti-CCP2"-nak bizonyult (4. tdblazat).

4. tdbldzat Az anti-MCV termelés Osszefiiggése az anti-CCP2 illetve IgM RF

pozitivitdssal RA-ban. Az adatok abszolut esetszamot jeleznek (n=119)

A) Anti-MCV versus IgM RF B) Anti-MCYV versus anti-CCP2
Anti-MCV* | Anti-MCV" Anti-MCV* | Anti-MCV"

RF IgM”* 76 9 Anti-CCP2* 81 8

RF IgM’ 14 20 Anti-CCP2’ 9 21

Mind az anti-MCV, mind az anti-CCP2 az ACPA csaladba tartozik. A kettdjiik kozti
osszefiiggésekkel foglalkozé tovabbi vizsgédlatok sordn korreldciot kerestiink a szérum anti-

MCYV és anti-CCP2 koncentriciok kozt, mely RA-ban szignifikdnsnak bizonyult (Spearman
R=0.783; p<0.0001) (5. 4bra).

5. dbra Korrelacio az anti-MCV és anti-CCP2 termelés kozott

Spearman R=0.783; p<0.0001
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Az anti-MCV pozitivitas illetve negativitds mellett vizsgéltuk az anti-MCV abszolut
szérumkoncentricioit is. Az anti-MCV dtlagos szérumszintje magasabbnak bizonyult az anti-
MCV/anti-CCP2" RA-s betegekben (n=79; medi4n antitest szint: 206,5 U/ml, IQR: 59,3-
826,3 U/ml), mint az anti-MCV/anti-CCP2" betegekben (n=4; median antitest szint: 49,5
U/ml, IQR: 38,3-112,7 U/ml; p<0.0001) (nem 4brazolt adatok).

Az atlagos anti-CCP2 szintek szintén szignifikdnsan magasabbak voltak az anti-
MCV/anti-CCP2" RA-s betegekben (296,6 U/ml, IQR: 120,3-490,2 U/ml), mint azokban,
akik csak anti-CCP2"-ak voltak (20,4 U/ml; IQR: 16,4-68,7 U/ml; p<0.0001).

Ezek az adatok, a 88,2%-o0s egyezési ratdval és az antitest-szintek kozotti szignifikans
korelacioval egyiitt azt sugalljdk, hogy az anti-MCV és anti-CCP2 antitestek hasonld
epitopokhoz kotddnek. Ugyanakkor az egyedi antitest-pozitivitdsok arra utalnak, hogy
mindkét teszt tartalmaz olyan egyedi citrullindlt epitopokat, amelyeket kizdrélagosan vagy
csak egyik vagy csak a mdésik antitest ismeri fel.

Annak ellenére, hogy a RF nem 4ll kapcsolatban az ACPA-kkal, statisztikailag
szignifikans korreldciét taldltunk az IgM RF szerumszintek és az anti-MCV (R=0,25; p=0,01)
illetve az anti-CCP2 (R= 0,269; p= 0,007) szérumszintek kozt.

4.1.5. Osszefiiggés az anti-MCV és a HLA-DRBI hordozds kizott

RA-ban az IgG anti-CCP2 termelés Osszefiigg a SE hordozdssal. Ezért megvizsgaltuk
annak lehetdségét, vajon ez az Osszefiiggés kiterjedhet-e az anti-MCV antitestre is. A HLA-
DRBI1 tipizdlast és szubtipizdldst 85 RA-s beteg esetében végeztik el és 54,1%-ukban
heterozigéta vagy homozigéta SE hordozast mutattunk ki. Vizsgalatunkban az MCV elleni
antitest jelenléte szignifikdnsan tarsult a SE jelenlétével (p=0,02). Az anti-MCV pozitivités
gyakorisdga 86,6% volt a SE-t hordoz6 RA-s betegek korében, mig 64,1% a SE negativ
betegekben. A képiaszdm kismértékben, de nem szignifikdnsan befolydsolta az antitest
gyakorisagot: az egy (heterozigéta) illetve két (homozigéta) SE-t hordozdok kozott az anti-
MCYV pozitivitds ardnya 82,3% illetve 91,6% volt (5. tabldzat). Ugyancsak megerdsitettiik a
szignifikdns asszociécidt az anti-CCP2 és a SE jelenléte kozott (p=0,01). Ugyanakkor a SE és

az IgM RF vonatkozdsaban ilyen Osszefiiggés nem volt kimutathat6 (nem abrazolt adatok).
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5. tdbldzat Osszefiiggés az anti-MCV és a SE hordozds kozott (n=85)

SE* SE’
Anti-MCV”* 39 (45,9%) 25 (29,4%)
Anti-MCV” 7 (8,2%) 14 (16,5%)

4.2. Anti-CCP2 izotipusok vizsgalata RA-ban

4.2.1. IgA és IgM anti-CCP?2 izotipusok termelése

Az RA-s betegek szérum IgA anti-CCP2 antitest szintje szignifikdnsan magasabb volt
(median OD: 0,211; IQR: 0,090-0,630), mint az egészséges egyéneké (median OD: 0,085;
IQR: 0,077-0,096; p<0,0001) illetve a reumatoldgiai betegkontrolloké (median OD: 0,096;
IQR: 0,076-0,125; p<0,0001). RA-ban az IgM izotipusi anti-CCP2 termelése is
szignifikdnsan kifejezettebb volt (medidan OD: 0,404; IQR: 0,245-1,221) akar az egészséges
kontrollokhoz (medidan OD: 0,278; IQR: 0,246-0,309; p<0,0001), akar a betegkontrollokhoz
képest (medidn OD: 0,244; IQR: 0,185-0,411; p<0,0001) (6. dbra, A és B).

6. dbra Anti-CCP2 IgA (A) és IgM (B) antitest szintek az RA-s betegekben (RA),
betegkontrollokban (RD) és egészségesekben (H).
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Az IgA és IgM anti-CCP2 szintek egymadssal és az IgG anti-CCP2 szintekkel is
szignifikans korrelaciét mutattak (p<0.0001) (7. ébra, A, B és C).

7. dbra Korrelaci6 az IgG és IgA anti-CCP2 (A), az IgG és IgM anti-CCP2 (B) illetve az IgA
és IgM anti-CCP2 (C) kozott (Spearman korreldcio)
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4.2.2. Az IgA és IgM és IgG anti-CCP2 antitestek gyakorisdga RA-ban

Az anti-CCP2 kiilonb6z0 izotipusai diagnosztikai hatékonysidgat ROC analizissel
vizsgéltuk. Az AUC értékek a kovetkezOk voltak: IgG anti-CCP2: AUC=0,910 (95% CI:
0,873-0,946); IgA anti-CCP2: AUC=0,744 (95% CI. 0,678-0,809); IgM anti-CCP2:
AUC=0,704 (95% CI: 0,636-0,772).

Az IgA és IgM anti-CCP2 kozti kiilonbség nem volt szignifikdns. Az eredményeket az
optimalizalt cutoff értékek szerint osztalyozva, IgG, IgA és IgM anti-CCP2 antitest pozitivitds
sorrendben az RA-s betegek 74,8, 52,9 illetve 44,6%-4ban volt megfigyelhetd. Bar az IgA és
IgM izotipusi anti-CCP2 antitestek leggyakrabban az IgG anti-CCP2" RA-s betegekben
jelentek meg; két betegben csak IgM, egy betegben pedig csak IgA izotipusi anti-CCP2
pozitivitds jelentkezett. Az egészséges kontrollokban az anti-CCP2 antitestek egyik izotipusa
sem volt kimutathato (6. tdblazat). A betegkontroll csoportban az IgG, IgA és IgM anti-CCP2
antitestek sorrendben 5, 5 illetve 9 betegben voltak jelen. Osszesen 4 olyan betegkontroll volt,
akiknél a kiilonb6z0 izotipusu anti-CCP2 antitestekbdl egyidejlileg 2 vagy 3 egyszerre jelen

volt.

6. tabldzat Az 1gG, IgA és IgM izotipusu anti-CCP2 és RF diagnosztikus specificitdsa és
szenzitivitisa RA-ban optimalizalt cutoff értékek mellett

IgG IgA IgM

anti-CCP2 | anti-CCP2 | anti-ccp2 | 18G RF | IARF | IsM RF
Szenzitivitas (%) 74.8 529 445 37.8 37.0 71.4
Specificitas (%)
(RA vs egészséges 100.0 100.0 100.0 100.0 97.7 97.7
kontrollok)
Specificitas (%)
(RA vs osszes 95.8 95.8 91.6 87.3 89.0 82.2
kontroll)

Az IgA és IgM anti-CCP2 tesztek teljes diagnosztikus specificitdsa 95,8%-nak illetve
91,6%-nak adddott. Amikor ezeket a kiilonboz6 RF izotipusok diagnosztikai teljesitményével
vetttiik 6ssze, az anti-CCP2 IgA és IgM antitestek specificitdsa szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult, mint a RF barmelyik izotipusaé (6. tablazat), és szenzitivitisuk meghaladta az IgA

vagy IgG RF-k diagnosztikai szenzitivitasat (6. tdblazat). Az RA-s csoporton beliil az anti-
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CCP2 barmely két izotipusanak egyiittes pozitivitdsa 96,6%-os, mig mindharom izotipus

egylittes pozitivitdsa 99,2%-os specificitast eredményezett.

4.2.3. Az anti-CCP?2 antitestek és RF-k kiilonféle izotipusai kozti asszocidcio

Az IgM, IgA és IgG RF pozitiv és negativ RA-s betegekben megvizsgaltuk, hogy az
anti-CCP2 ugyanezen izotipusaira nézve pozitivak vagy negativak-e. Szignifikdnsan tobb
RA-s betegnek volt IgM anti-CCP2 antitestje az IgM RF"-ak kozt, mint az IgM RF
szubpopuldcidban (56,8 % illetve 14,7%; p<0,0001). Az IgA anti-CCP2 antitestek gyakorisdga
szintén magasabb volt az IgA RF" RA betegek kozt, az IgA RF csoporthoz képest (70,5%
illetve 42,6%; p=0,004). Azonban annak ellenére, hogy az IgG anti-CCP2 pozitivitds szintén
gyakoribb volt az IgG RF' betegek esetében (82,3% illetve 70,2%), ez az Osszefiiggés nem

bizonyult szignifikansnak (7. tablazat).

7. tdbldzat. Osszefiiggés az IgA és IgM anti-CCP2 illetve RF-k kozott RA-ban. A szdmok
abszoltt betegszamot jelentenek (n=119)

A) Osszefiiggés az IgA anti-CCP2 és RF pozitivitds kozott (p=0,004)

IgA Anti-CCP2* | IgA Anti-CCP2
IgA RF* 31 (26,1%) 13 (10,9%)
IgA RF 32 (26,9%) 43 (36,1%)

B) Osszefiiggés az IgM anti-CCP2 és RF pozitivitds kozott (p<0.0001)

IgM Anti-CCP2" | IsM Anti-CCP2
IgM RF* 48 (40,3%) 37 (31,1%)
IgM RF 5 (4,2%) 29 (24,4%)

4.2.4. Az anti-CCP?2 izotipusok osszefiiggései a HLA-DRBI1 SE hordozdssal

Ugyancsak megvizsgéltuk annak lehetdségét, hogy az ismert SE - IgG anti-CCP2
kapcsolat kiterjedhet-e az anti-CCP2 antitestek IgA vagy IgM izotipusaira is. Amikor az IgA
é€s IgM anti-CCP2 izotipusokat kiilon-kiilon vizsgaltuk, akkor csak kissé, de nem
szignifikdnsan gyakoribb antitest pozitivitds volt megfigyelhetd a SE* betegekben az SE'-
akhoz képest (IgA: 54,3% illetve 43,6%; IgM: 45,7% illetve 33,3%). Azonban amikor az anti-
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CCP2 antitestek izotipusait egyiittesen vettiik figyelembe, szignifikdns Osszefliggést sikeriilt
kimutatni az anti-CCP2 antitestek €s a SE jelenléte kozott (p=0,03). Ez az Osszefiiggés
er6sebbnek bizonyult, mint a SE allélek és a csak IgG anti-CCP2 izotipus asszocidcidja

(p=0,04) (nem abrazolt adatok).

4.2.5. Az anti-CCP2 izotipusok és a betegségfenndlldsi ido osszefiiggései

Az anti-CCP2 antitest pozitivitds gyakorisdgat és az abszolut szérumszinteket kiilon is
vizsgaltuk mindhdrom izotipus esetén korai (betegségtartam <3 év) és késoi (betegségtartam
>10 év) RA-ban. Korai RA-ban mindhdrom antitest izotipus esetén magasabb ardnyu
pozitivitdsi tendencia volt megfigyelhetd, mint hosszabb betegségfenndllds esetén (8.
tdblazat). A kiilonbség egyediil az IgM anti-CCP2 esetében volt statisztikailag szignifikans
(korai: 71,4%; kés6i: 37,5%; p=0,03) (8. tabldzat). Hasonlé eredményt kaptunk akkor is,
amikor a korai RA-t vetettilk 0ssze az RA-s betegek fennmaradé hinyaddval (p=0,04) (8.
tablazat).

Az anti-CCP2 antitestek atlagos abszolut szérum koncentracioi (csak a pozitiv eseteket

figyelembe véve) hasonldak voltak korai illetve késoi betegség esetén.

8. tdbldzat .
Az IgG, IgA és IgM anti-CCP2 pozitivitds ardnya korai €s tartés RA-ban

RA tartam < 3 év RA tartam > 10 év
(n=14) (n=40)
Anti-CCP2 IgG 92.8% 70.0%
Anti-CCP2 IgA 76.4% 47.5%
Anti-CCP2 IgM 71.4% 37.5% *
Anti-CCP2 IgG+IgA+IgM 64.3% 35.0%

4.3. A harmadik generacios anti-CCP3 és anti-CCP3.1 ELISA vizsgalata

4.3.1. Az anti-CCP3.1 pozitivitas gyakorisaga RA-ban és kontrollokban

Az anti-CCP3 és az anti-CCP3.1 teszt eredménye a 119 RA-s beteg koziil 92-ben
illetve 102-ben (77,3% és 85,7%), a 118 6sszes kontroll koziil 4-ben illetve 12-ben (3,4% és
10,2%), utébbin beliil a 74 betegkontrollbdl 3 illetve 6 (4,1% és 8,1%), a 44 egészséges
kontrollbdl 1 illetve 6 esetben (2,3% és 13,6%) volt pozitiv. Ennek megfeleléen RA-ban a
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pozitivitds szignifikdnsan gyakoribb volt, mint barmelyik kontrollcsoportban (p<0,0001) (8.

abra).

Az anti-CCP2 teszt az RA-s betegek 66,4%-aban, az 6sszes kontroll 1,7%-aban (mind

betegkontroll) volt pozitiv (nem dbrazolt adatok).

8. dbra Anti-CCP3 és anti-CCP3.1 pozitivitds gyakorisidga

%

100

80

60

40

20

y
~mmf ]
e N <A P
RA Betegkontroll Egészséges

Anti-CCP3
Anti-CCP3.1

4.3.2. Az anti-CCP3.1 teszt diagnosztikus hatékonysdga a gydrto dltal megadott cutoff értékek

szerint

Az anti-CCP3 és anti-CCP3.1 tesztek diagnosztikai szenzitivitdsa/specificitdsa
77,3/96,6%-nak illetve 85.7/89.9%-nak adddott (9. tablazat). A ROC gorbe alatti teriiletek
(AUC) értéke ezen tesztek vonatkozasaban 0,911 (95% CI 0,868-0,953) illetve 0,945 (95%
CI: 0,916-0,974) volt. Osszehasonlitdsképpen, az anti-CCP2 ELISA hasonl6 adatai 0,910
(95% CI: 0,873-0,946) voltak.
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9. tdbldzat Az anti-CCP3, anti-CCP3.1 és anti-CCP2 szenzitivitdsa és specificitdsa standard
cutoff értékek mellett

Anti-CCP2 Anti-CCP3 Anti-CCP3.1
Szenzitivitas (%) 66.4 71,3 85.7
Specificitas (%) 98.3 96,6 89.8

4.3.3. A z anti-CCP3 és az anti-CCP3.1 teszt diagnosztikus teljesitménye optimalizdlt cutoff
értékek szerint

A magasabb AUC érték a CCP3.1 vonatkozdsdban arra utal, hogy diagnosztikus
hatékonysdga jobb, mint a CCP3 vagy a CCP2 teszté. Ezért megvizsgaltuk, hogy a cutoff
optimdlis megvalasztasdval tudjuk-e novelni a CCP3.1 teszt specificitdsit, a szenzitivitds
jelentds megvaltoztatasa nélkiil. Az optimadlis cutoff szintek meghatdrozdsa a ROC gorbék
analizisén alapult, és az anti-CCP2 esetében 12 U/ml; az anti-CCP3 esetében 15,6 U/ml, mig
az anti-CCP3.1 esetében 23.7 U/ml volt. A diagnosztikus teljesitményre vonatkozo
eredményeket ezutin udjraszamoltuk, a fentiekben emlitett, optimalizélt cutoff értékeket
haszndlva. Ez 74,8/95,7%, 78,8/96,6% illetve 83,0/98,3% szenzitivitast/specificitast
eredményezett az anti-CCP2, anti-CCP3 illetve anti-CCP3.1 teszt esetében (10. tdblazat).

10. tdbldzat Az anti-CCP3.1 és anti-CCP2 teszt szenzitivitdsa €s specificitdsa optimalizalt
cutoff értékek mellett

Anti-CCP2 Anti-CCP3 Anti-CCP3.1
Szenzitivitas (%) 74.8 78,8 83.0
Specificitas (%) 95.7 96,6 98.3

4.3.4. Az anti-CCP3.1 és anti-CCP2 termelés osszefiiggései

Az RA-s populdcioban az anti-CCP3.1 és anti-CCP2 antitestek szérumszintje szorosan
korrelélt egymaéssal (R=0,845; p<0,0001).

Ugyancsak szoros Osszefiiggést sikeriilt kimutatni az anti-CCP3.1 és anti-CCP2
pozitivitds illetve negativitds kozott (p=0,004). A vizsgélt betegek 72,2%-a anti-CCP3.1"/anti-
CCP2" volt, 15,1%-uk dupla negativnak bizonyult. Osszesen 12 (10,1%) anti-CCP2" betegben
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anti-CCP3.1-et lehetett kimutatni, mig minddssze 3 olyan beteg volt (2,5%), akikben az anti-
CCP2 pozitivitast nem kisérte anti-CCP3.1 pozitivitas is (11. tadbl4zat).

11. tabldzat Osszefiiggés az anti-CCP2 és anti-CCP3.1 pozitivitds kozott (p=0,004)

Anti-CCP3.1" | Anti-CCP3.1°

Anti-CCP2" | 86 (72,2%) 3 (2,5%)

Anti-CCP2" | 12 (10,1%) 18 (15,1%)
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5. Megbeszélés

5.1. Anti-MCYV autoantitest vizsgalata

Az ACPA-k specifikus diagnosztikus €s prognosztikai markerekként bukkantak fel
RA-ben. Ezen autoantitest csaldd leguijabb tagjat, az anti-Sa-t, mint CV elleni autoantitestet
azonositottdk 2004-ben (24-26). Ezt kovetden fejlesztették ki az anti-MCV ELISA-t, amely
antigénként muténs citrullindlt vimentint alkalmaz. Munkdnk ezen részének célja az anti-
MCV teszt diagnosztikus értékének meghatarozdsa volt. Emellett az anti-MCV ELISA-t
Osszevetettiik az anti-CCP2 illetve RF tesztek diagnosztikai teljesitményével.

A gyértok éltal ajanlott cutoff értékeket haszndlva, az anti-MCV 9%-kal nagyobb
szenzitivitds értéket mutatott, mint az anti-CCP2, és 4%-kal nagyobb szenzitivitdst, mint az
IgM RF; habar diagnosztikus specificitdsa alacsonyabb volt, mint az anti-CCP2 teszté (91.5%
ill 98.8%). A ROC gorbe analizis szerint azonban az RA diagnosztikdjadban az anti-MCV és
anti-CCP2 ELISA diagnosztikai teljesitménye kozott nem volt szignifikans a kiilonbség.

Amennyiben, a jobb 0Osszehasonlithatésdg kedvéért, a cutoff értékeket
egységesitettiik, és ezdltal a specificitdst minden teszt esetében 95%-ra éllitottuk be, az anti-
MCYV ELISA szenzitivitasa lecsokkent (69,7%), mikozben az anti-CCP2 teszté emelkedett
(74,8%). Fontos megemliteni, hogy ezen cutoff értékeknél az IgM RF" esetek 41,2%-a (14
beteg) és az anti-CCP2 esetek 30%-a (9 beteg) anti-MCV™ volt. Osszességében, az anti-
MCV és anti-CCP2 egyiittes pozitivitdsa 98,3%-os diagnosztikus specificitdst eredményezett,
97,6%-0s PPV mellett.

Mas kutatocsoportok adatai ellentmonddsosak e tekintetben. Egyesek szerint az anti-
CV diagnosztikus ereje RA-ban hasonl6é az anti-CCP-hez, ami 70% koriili szenzitivitast és
96% koriili specificitast jelent (149-150). Masok, hozzdnk hasonldan, az anti-MCV tesztet
szenzitivebbnek taldltdk, mint az anti-CCP2-t, kozel azonos specificitds mellett (152,153).
Korai arthritisben az anti-MCV szenzitivitisa 59%, mig az anti-CCP2-é 55% volt, azonos

(92%) specificitds mellett (39,63).

Egy nagy Osszehasonlitd vizsgdlatban hat kereskedelmi forgalomban levd ACPA
assayt vetettek 0ssze 102 RA-s és 196 kontroll szérummintdban (154). A tesztek kozott
szerepelt az anti-CCP2 IgG ELISA (Euroimmun), a CCP EliA (Phadia), a QuantaLite CCP3
IgG ELISA (Inova), a Citrullinated Protein Antibodies assay (Genesis), az Immunoscan RA
(EuroDiagnostica) és az anti-MCV ELISA (Orgentec). A tesztek diagnosztikus szenzitivitdsa
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70-78%, a specificitdsuk 88-96% kozott véltozott. A tesztek diagnosztikus teljesitményében
jelentds kiillonbség nem volt, viszont a reprodukdlhatésdg szempontjabdl az egyes tesztek
gyengén teljesitettek (154). A kozelmultban egy tanulmanyban 11 ACPA assay teljesitményét
Osszevetve a specificitast 98,5%-ra dllitottdk be az 6sszehasonlithatésag érdekében, és ekkor a
tesztek szenzitivitdsa 41-74% kozott valtozott. Ebben a vizsgédlatban az anti-MCV

érzékenysége valamivel alacsonyabbnak bizonyult, mint az anti-CCP-€ (155).

A kiilonb6z6 ACPA assayk teljesitményében tapasztalhatd, idonként ellentmondasos
kiilonbségek 0Osszefiiggésben dllhatnak az egyes betegekben észlelhetd, egyéni epitop-
reaktivitdsi mintdzatokkal. Feltételezhetd, hogy ezek az antitestetk nem meghatdrozott
citrullinalt molekuldkkal, hanem kiilonb6z6 citrullindlt epitopokkal reagdlnak. Ugyancsak ez
lehet a magyardzata az ACPA-k kozotti keresztreaktivitdsnak is. Az ACPA-k RA-specifikus
antitestek, mikozben mads tipusd arthritisek dltaldban ACPA negativak (10-12,115,116).
Ennak héatterében az dllhat, hogy az RA-s betegekben a citrullinélt fehérjék szélesebb skaldja
expresszdlddik a synoviumban, mint szeronegativ arthritisekben (10-12,39,40,63,115,116).
Igy pl. a vimentin széles kirben expresszalédik az RA-s synoviumban, kiilondsen a synovialis
macrophagokban. (10-12,29,33,60,63,65,156,157).

RA-ban az autoimmun folyamatot beindité antigén Osszetétele tovdbbra is
azonositatlan maradt. Az RA-s synoviumot ellepd makrofagokban megjelend és citrullindlédo
vimentin azonban igéretes molekuldnak bizonyul e tekintetben. A vimentin 43 arginin
reziduumot tartalmaz, amelynek citrullinicidjat szintén a PAD enzimek végzik, szdmos
kiilonbozo citrullinalt epitopot eredményezve. Ezért valoszinii, hogy a CV elleni antitestek
nemcsak a betegség szenzitiv és specifikus markerei, hanem az RA patogenezisében
kozvetleniil is szerepet jatszanak.

Miutén az anti-CCP2 illetve RF betegek kozott is jelentdés szamban taldltunk anti-
MCV™" egyéneket, tobbféle teszt kombindldsa novelheti a szenzitivitdst, és hasznos lehet a
diagnosztikdban. Ami a prognosztikai értéket illeti, az eddigi tanulmdnyok adatai szerint az
anti-MCV szenzitivebben jelezte el0re a tartdés aktivitast, a klinikai véltozdsokat és a

sulyosabb radioldgiai progressziét, mint az anti-CCP2 vagy anti-CCP3 (151,153).

Ismeretes, hogy a HLA-DRB1 SE hordozds 0sszefiiggést mutat az anti-CCP2
termeléssel (10,11,78,80). Jelen eredményeink szerint az anti-MCV pozitivitas is szignifikdns
korrelaciét mutat a SE hordozassal RA-ben. Ugyanakkor a RF és a SE jelenléte k6zott nincs
szignifikdns Osszefiiggés. Mindez arra utal, hogy bar az anti-MCV és az IgM RF hasonlé

diagnosztikai szenzitivitdsi antitestek, valdszintileg kiillonbozé betegcsoportokra jellemzd

39



ellenanyagok. Ezen adataink Osszhangban vannak azokkal a megfigyelésekkel, amelyek
szerint a SE jelenléte erds genetikai prediszpondl6 tényezd az ACPA-k keletkezésére (10,11),

és ez az anti-CCP mellett az anti-MCV-re is vonatkozik.

5.2. Anti-CCP2 izotipusok vizsgalata

A masodik generaciés ELISA tesztek magas szenzitivitdssal és specificitdssal az RA-s
betegek megkozelitdleg 70-75%-aban képesek kimutatni az IgG izotipusi anti-CCP2
autoantitesteket (43). Az IgA és IgM anti-CCP izotipusokrdl azonban joval kevesebb
informdcidval rendelkeziink. Bér a kiilonféle autoimmun betegségek megitélésében altaldban
az IgG izotipusu autoantitestek tekinthetdek leginkdbb relevansnak, bizonyos esetekben az
IgA és IgM izotipusok specifikus jelentdséggel birnak. Péld4aul az IgA anti-dsDNS antitestek
Osszefiiggést mutatnak az SLE aktivitasdval, és a magasabb IgG/IgM anti-dsDNS ardny
Osszefiigg a veseérintettséggel (158,159). Az antifoszfolipid szindréma egyik klasszifikécids
kritériuma az IgM tipusd antifoszfolipid antitestek jelenléte, de az IgA antitestek is
Osszefiiggnek a betegség specifikus tiineteivel (160-162). RA-ban egy betegben az RF
mindhdrom izotipusa megjelenhet. Altaldban az IgG és IgA RF eléforduldsa ritkabb, mint az
IgM RF-¢, de az IgG és IgA izotipusok specificitdsa magasabb lehet (54,163). Az IgA RF
jelenléte NDP-ben prediktiv értékii és az RA kialakuldsat vetitheti elére. Emellett erozivabb

betegségformaval tarsul (123,125).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az IgA és IgM anti-CCP2 antitestek szintje az RA-s
betegek szérumdban emelkedett a kontrollokhoz képest. Bar ezen antitest izotipusokat a
vizsgalt RA-s populdciénak csak megkozelitdleg a felében taldltuk pozitivnak, diagnosztikai
specificitisuk meghaladta a RF barmely izotipusdnak specificitdsat, igy hasznosabb
diagnosztikai tesztnek bizonyultak, mint az IgA vagy IgG RF. Az IgA vagy IgM anti-CCP2
antitestek jelenléte jelentésen megerdsiti az RA diagndzisat, €s a harmas pozitivitds az anti-
CCP2 teszt specificitasit 99,2%-ra emeli.

Mis szerzok az anti-CCP pozitiv RA-s betegek 58,0-75,3%-anak szérumdban IgA és
47-49,4%-uk szérumaban IgM anti-CCP antitesteket mutattak ki (58,59). Atlagosan 7 éves
utdnkovetés utdn az IgA és IgG anti-CCP" betegek ardnyédban csokkenés volt megfigyelhetd,
ellentétben az IgM anti-CCP" betegekkel, ahol ugyanezt a véaltozdst nem észlelték. A szerzok

azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy az IgM antitestek hosszantarté jelenléte folyamatosan

40



jelenlévd antigénstimulusra utal, amely egyre Uijabb B sejteket stimuldl. Azonban az adatok
elemzése azt mutatja, hogy az IgM anti-CCP antitestek frekvencidjdban megfigyelhetd
viszonylagos ,,stabilitds” abbdl fakad, hogy a betegeik 12,5%-dban negativbdl pozitivva
valtozott a CCP status, ezzel egyidejiileg a betegek 20,3%-dban pedig pozitivbdl negativ
fenotipus jon létre. Az RA-s betegek egyotddében megsziind IgM vilasz, az IgA és IgG anti-
CCP pozitivitds gyakorisdganak csokkenésével egyiitt arra utal, hogy az anti-CCP valasz
néhdny beteg esetében kiéghet (57,58). Ezen adatok megerdsitik eredményeinket, miszerint
amellett, hogy a régéta fenndll6 RA-ban szignifikdnsan alacsonyabb az IgM anti-CCP2
pozitivitds gyakorisdga, vildgosan megfigyelhetd volt az a tendencia, hogy az IgG és/vagy
IgA anti-CCP pozitivitds frekvencidja is lecsokkent. A tripla antitest pozitiv betegek esetén,
hosszan tart6 betegségfennallds utdn, ez még kifejezettebb volt. Egyeldre nem tisztazott, hogy
az egyes anti-CCP izotipusok valtozdsa a betegség természetes lefolydsaval dllt-e
Osszefiiggésben vagy a gydgyszeres kezelés hatdsara kovetkezett be.

Egyes kozlések szerint az anti-CCP tesztek diagnosztikai szenzitivitdsa nagyon korai
arthritisben alacsonyabb (43,135). Ez ellentmond a mi vizsgdlatunkban észlelteknek, hiszen
itt korai RA-ban magasabb volt az anti-CCP2 antitestek frekvencidja. Figyelembe kell
azonban venni, hogy a mi betegeink kozott egyetlen NDP-s sem volt; minden beteg megfelelt
az ACR kritériumok szerinti definitiv RA-nak.

Az RA diagndzisa szamos vizsgdlat szerint gyakran az elsé tiinetek megjelenéséhez
képest késve keriill megéllapitdsra. Azonban az IgG anti-CCP antitestek az RA-s betegek
felénél a tiinetek kialakuldsat megel6z6en megjelenhetnek (123,164), ami értékes prediktiv
markerré teszi az IgG anti-CCP antitesteket. Az IgM és IgA anti-CCP antitestek prediktiv
értéke még nem ismert. Ugyanakkor az IgM anti-CCP2 antitestek magas prevalencidja korai
RA-ban kimondottan arra utal, hogy ezek az antitestek vagy egyszerre, vagy kordbban
jelenhetnek meg, mint az IgG anti-CCP2 antitestek.

Az RA elkiilonitése egyéb reumatolégiai betegségektdl, kiilondsen a Sjogren
syndroméhoz tarsul6 polyarthritisektdl, bonyolult diagnosztikai problémat jelent. Bar a kettds
€s harmas anti-CCP2 pozitivitds igen kifejezett diagnosztikus specificitisa ezt a
differencidlast eldsegiti, a téma tovabbi vizsgdlatokat igényel. Az anti-CCP antitestek, a mi
eredményeinkhez hasonléan, kimutathatdéak a Sjogren syndromds betegek 7,5%-aban, amely
esetek viszont nem meritik ki az RA kritériumait. Mindenesetre a tobbszords anti-CCP
pozitivitds magas diagnosztikus specificitdsa arra utal, hogy az altalunk vizsgalt betegek koziil

a kettds vagy harmas izotipus pozitivitast mutaté pSS-ban vagy PM esetekben nem vetheto el
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tarsul6 RA késdbbi kialakuldsa, ezért ezen betegeket klinikailag, laboratériumi markerekkel
és képalkotokkal is kovetni érdemes.

Mint lattuk, az ACPA vélasz kialakulésat elosegiti a HLA-DRBI1 SE allélek hordozésa
(11,30-32). A HLA-DR géneknek a CD4" aff T sejt repertodrra gyakorolt igen kifejezett
hatdsa jol ismert, és a SE allélek éltal kédolt HLA molekuldk hatékonyan prezentédljak a sajt
citrullindlt peptideket a CD4" T sejteknek a thymusban (93). Az arginin-citrullin atalakulds
jelentdsen fokozza az arginin-tartalmi peptidek SE-hoz valé affinitdsdt, és a CD4" T sejtek
aktivaciéjahoz vezet (88). A SE allélek el6fordulési gyakorisdga és megoszlasa a magyar RA-
s betegek korében a kozlemények tanulsdga szerint hasonld, bar valamivel alacsonyabb mint
mas eurdpai populdcidkban (77). Jelen vizsgdlatban meg tudtuk erdsiteni a SE hordozés és az
anti-CCP2 antitestek kozotti Osszefiiggést, és ki tudtuk terjeszteni ezt az IgA és IgM
izotipusokra is.

Osszességében elmondhaté, hogy az RA-s betegekben IgA és IgM anti-CCP2
antitestek vannak jelen, és hasonléan specifikusak a betegségre, mint az IgG anti-CCP2
izotipusu antitestek. Az IgA és IgM anti-CCP2 antitestek termelddése ugyanolyan szorosan
Osszefiigg a HLA-DRB1 SE allélek jelenlétével, mint az IgG anti-CCP2 antitesteké. Az IgM
és IgA anti-CCP2 pozitivitds az RA diagnézisat megerdsiti, a tripla pozitivitas pedig 99,2%-
os diagnosztikus specificitast jelent. Az IgM anti-CCP2 antitestek sokkal gyakoribbak korai
RA-ban, mint a régéta fenndll6 RA esetén, ami azt sugallja, hogy ezek az antitestek leginkdbb
a citrullindlt antigének elleni immunvalasz elsé fazisidban termelddnek. Adataink azt
sugalljak, hogy az antitest védlasz az RA-s betegek némelyikében csokken, mig mdsokban

véltozatlan marad a betegség lefolydsa sordn.

5.3. Anti-CCP3 és -CCP3.1 teszt vizsgalata

Az anti-CCP ELISA tesztek ujabb generdcidinak diagnosztikai teljesitményében
fokozatos fejlodés észlelhetd. Ennek megfelelden a kordbbi anti-CCP1 és anti-CCP2 ELISA-k
utan harmadik generécids assay-k jelentek meg a piacon (165).

Vizsgélatunkban az anti-CCP3 ELISA teljesitménye hasonlénak, az anti-CCP3.1 ELISA
diagnosztikus teljesitménye pedig jobbnak bizonyult, mint a masodik generacids teszté. A
CCP3 teszt mas citrullindlt peptid antigéneket alkalmaz, mint a CCP2 tesztek. Az anti-
CCP3.1 ELISA emellett I[gG+IgA antitestek Osszességét detektdlja. A CCP3.1 teszt magasabb
szenzitivitidsa valdszinlileg részben annak tulajdonithatd, hogy IgA és IgG izotipusu

antitesteket is detektal, habar sajat eredményeink szerint az izolélt IgA anti-CCP pozitivités
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extrém ritka RA-ban (1/119). A magasabb szenzitivitds masik forrdsa a CCP2-tdl kiilonb6z6
antigén lehet, bar eredményeink azt mutatjdk, hogy kevés olyan RA-s minta van, amelyik
kizarélag a CCP2 peptiddel reagél és a CCP3 peptiddel nem.

A tesztek diagnosztikai teljesitményét mindegyik vizsgédlatban novelni tudtuk a ROC
analizisen alapul6 optimalizalt cutoff ért€kek bevezetésével. Ez aldtdmasztja a laboratériumok
felel0sségét az tjonnan bevezetett tesztek értékelésében ¢és optimalizdlasdban, a
betegpopulacié helyi jellegzetességeinek és a laboratériumok technikai felkésziiltségének

megfelelden.
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6. Osszefoglalas - Uj eredmények

Amig szdmos autoimmun-reumatolégiai betegségben az adott betegségre jellemzo
autoantitest-profil megkonnyiti a diagnézist, addig rheumatoid arthritisben (RA) sokdig csak a
szenzitiv, de nem specifikus rheumatoid faktor meghatdrozasa volt elérhetd. Mindez az utdbbi
évtizedben, az anti-citrullindlt protein/peptid antitestek (ACPA) megjelenésével dramai
fordulatot vett. Az ACPA tesztek igen érzékenyek és specifikusak, és lehetové teszik az RA
korai laboratériumi diagnosztikdjat.

Jelen munkankban ujabb adatokat igyekeztiink szolgdltatni az ACPA-k diagnosztikus

értékével kapcsolatban. Munkénk 4j eredményei az aldbbiakban foglalhatok Gssze:

1. A vildgon az els6k kozott alkalmaztuk az dj anti-MCV tesztet. Kimutattuk, hogy bar
az anti-MCV ¢és a kordbban alkalmazott misodik generdcids anti-CCP assay diagnosztikus
teljesitménye hasonld, a betegek egy része anti-CCP negativitds mellett anti-MCV pozitivitdst
mutat. Ezért a két teszt kombinalt alkalmazasa révén a betegek nagyobb hanyadat ismerhetjiik
fel.

2. Vizsgélatainkban a harmadik generdciés anti-CCP3, ¢és még inkdbb a
tovabbfejlesztett anti-CCP3.1 assay diagnosztikus teljesitménye jobb a masodik genericios

anti-CCP2 teszténél.

3. ElsOként vizsgiltuk az anti-CCP izotipusok esetleges differencidlt diagnosztikai
szerepét. A széles korben mért IgG izotipus mellett az IgA és IgM izotipusok
meghatdrozasinak is jelentdsége lehet RA-ban. Az IgM izotipus megjelenése a betegség korai

szakdban arra utal, hogy ezen izotipus vizsgadlata megkonnyitheti a korai RA felismerését.
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7. Summary

Anti-citrullinated protein/peptide antibodies (ACPA) including anti-CCP and others
have emerged as sensitive and specific serological markers of RA. First we examined the
diagnostic performance of the newly developed anti-mutated citrullinated vimentin (MCV)
antibody assay. In this study, anti-MCV levels together with those of anti-CCP2 and
rheumatoid factors (RF) were determined in the sera of 237 individuals including 119 RA
patients and 118 controls. Diagnostic properties were compared by receiving operating
characteristic curve (ROC) analysis. When using manufacturer recommended cut-off values,
sensitivity and specificity of anti-MCV antibodies was 75.6 % and 91.5% in RA, compared to
66.4 % and 98.3% for anti-CCP2. Introducing cut-off values to obtain the same 95%
specificity resulted in decreased sensitivity of the anti-MCV test (69.7%), and increased
sensitivity of the anti-CCP2 test (74.8%). At optimal cut-off levels, 41% of IgM RF negative
cases, as well as 30% of anti-CCP2 negative cases in the RA group were anti-MCV positive.
Double positivity for anti-MCV and anti-CCP2 provided 98.3% specificity with 97.5%
positive predictive value in RA.

Next, the new generation CCP3 and CCP3.1 assays were also tested in comparison to
the standard CCP2 assay. Again, samples from 119 RA patients and 118 controls were
assessed. The sensitivity of the CCP3.1, CCP3 and CCP2 assays were 83%, 79% and 75%,
respectively, while the specificity of the three assays were 98%, 97% and 96%, respectively.
Among RA patients, 15 CCP2-negative subjects were tested positive using the third
generation assays.

Finally, while the differential role of RF isotypes is more or less well-characterized,
little information is available regarding anti-CCP isotypes. Therefore IgG, IgA and IgM anti-
CCP2 and RF levels were measured in the sera of 119 RA patients and 118 controls. We
assessed the diagnostic performance of IgA and IgM anti-CCP2 antibodies and their
relationship with IgG anti-CCP2, RFs, disease duration and the presence of HLA-DRBI1
shared epitope (SE) alleles. Patients with RA had significantly higher serum IgA and IgM
anti-CCP2 antibody levels than healthy subjects and patients with other rheumatic diseases
(p<0.0001). IgG, IgA and IgM anti-CCP2 antibodies were present in 74.8%, 52.9% and
44.5% of RA patients, and their diagnostic specificity was 95.8%, 95.8% and 91.6%,
respectively. The presence of anti-CCP2 antibodies was significantly associated with SE
alleles (p=0.03). The frequency of IgM anti-CCP2 positivity was lower in longstanding
disease compared to early RA (p=0.03).

In conclusion, the performance of the novel anti-MCV ELISA for the diagnosis of RA
is similar to that of the anti-CCP2 test, however, as the diagnostic spectrum of the anti-MCV
assay is somewhat different from that of anti-CCP2, the combined application of the two
assays can improve the laboratory diagnostics of RA. In our hands, the third generation CCP3
and CCP3.1 ELISAs performed better than the CCP2 assays. The CCP3.1 assay may
represent a significant improvement over the other two assays. Furthermore, IgA and IgM
anti-CCP2 antibodies are present in RA patients, and they are similarly specific for RA as IgG
anti-CCP2. The higher frequency of IgM anti-CCP2 antibodies in early RA suggests that they
are mostly generated during the first phase of immune response; nonetheless, their production
seems to be sustained in some patients. The introduction of anti-MCV, anti-CCP3.1 assays
and the determination of anti-CCP isotypes may enable a more refined characterization of RA
patients.
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9. Targyszavak és roviditések listaja
Targyszavak: rheumatoid arthritis, citrullin, anti-citrullinalt protein/peptid antitestek, ACPA,
HLA-DR, shared epitdp, kornyezeti faktorok, dohdnyzas, génpolimorfizmus

Keywords: rheumatoid arthritis, citrulline, anti-citrullinated protein/peptide antibodies,
ACPA, HLA-DR, shared epitope, environmental factors, smoking, gene polymorphism

ACPA anti-citrullinalt protein/peptid antitest

AKA anti-keratin antitest

APF anti-perinukledris faktor

AUC gorbe alatti teriilet (area under curve)

CCP ciklikus citrullindlt peptid

CD sejtfelszini marker osztalyozds (cluster of designation)
CF citrullinalt fibrinogén

COMP porc oligomer fehérje (cartilage oligomeric protein)
Cv citrullindlt vimentin

DAS betegségaktivitasi skdla (disease activity scale)
DM dermatomyositis

ELISA enzimkotott immunszorbens teszt (enzyme-linked immunosorbent assay)
FUSE-DP1 far upstream element binding protein 1

HLA human leukocita antigén

HSP hésokkfehérje (heat shock protein)

Ig immunglobulin

IQR interkvartilis tartomdny (interquartile range)
IRF interferon regulalé faktor

MCV mutdns citrullindlt vimentin

MHC major hisztokompatibilitdsi komplex

MRI magneses magrezonancia vizsgalat

NDP nem differencialt polyarthritis

NPV negativ prediktiv érték

OA osteoarthritis (arthrosis)

OD optikai denzités

PAD/PADI peptidilarginin-deiminéz

PGK1 foszfoglicerat kindz 1

PM polymyositis

PPV pozitiv prediktiv érték

PsA psoriasisos arthritis

pSS primer Sjogren szindréma

PTPN22 protein tyrosin phosphatase non-receptor tipus
RA rheumatoid arthritis

RF rheumatoid faktor

ROC receiver operating characteristic

SE megosztott epitdp (shared epitope)

SLE szisztémads lupus erythematosus

SNP egyszerl nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
SPA spondylitis ankylopoetica

TNF tumor nekrézis faktor

VCP virdlis citrullinalt peptid
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