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Roviditésjegyzék

aCCP anti-ciklikus citrullinalt peptid antitest

AIRE autoimmun regulator

AIRE AIRE transzkripcios faktort kddoldo DNS szekvencia

APECED I-es tipust autoimmun poliendokrin szindroma

CARD caspase-activation and recruitment domain, kaszpaz-aktivacios és recruitment
domén

CRP C-reaktiv protein

DAS28 disease activity score 28, betegség aktivitasi érték

ESR erythrocyte sedimentation rate, eritrocita szedimentacios rata

HSR homogeneously staining region, homogénen fest6do régio

mTEC medullar thymoepitelial cells, medullaris timoepitelialis sejtek

NLS nuclear localisation signal, nukledris lokalizacios jel domén

RA reumatoid artritisz

Rf reumatoid faktor

SAND Sp100 AIRE NucP41/75 és DEAF domén

SNP single nucleotide polymorphism, egypontos nukleotid polimorfizmus

TRA tissue restricted antigen, szoveti antigének



A negativ szelekciot meghatarozo AIRE gén allélpolimorfizmusainak vizsgalata
reumatoid artritisz kockazatara klinikai mintak felhasznalasaval

1. BEVEZETES

A reumatoid artritisz (RA) egy kronikus, szinovialis gyulladassal jaré autoimmun betegség,
melynek soran a kovetkezményes extraartikularis tiinetekkel jard szimmetrikus poliartikularis
artritisz  funkciovesztéssel jar. Fejlett orszagokban a betegség prevalencidja feln6tt
populacioban 0,5-1%, éves incidencigja 5-50/100 000. Annak ellenére, hogy a betegség
etiologidja még nem teljesen tisztazott, szdmos kdzlemény egyetért abban, hogy a folyamatot
az adaptiv immunrendszerbdl kijuté autoimmun T-sejtek inditjak el.

A betegséggel szembeni érzékenységet szamos kornyezeti és genetikai tényezd hatarozza
meg. A legutobbi etnikumok kozotti genomszintii asszociacios vizsgalatok 69 825 eset és
330 798 illesztett kontroll bevonasaval meghatarozta a betegség kialakulasaban résztvevo
Osszes olyan jelenleg detektalhatdo gént, melyeknek egypontos nukleotid polimorfizmusai
koziil egynek dontd szerepe van az autoimmunitds kontrolladldsdban, ez az autoimmun
regulator (AIRE) transzkripcios faktort kodoldé szekvencia (AIRE). A gén a 21-es
kromoszdéma hossza karjan, 21q22.3 savnal helyezkedik el, ~12.5 kilobazis hosszu és 14
exonialis szekvenciaval egy 545 aminosavbol 4116, 58 kDa nagysagu fehérjét kodol.

Az AIRE fehérje egy transzkripcios faktor, mely az éretlen T-sejtek (timocitak) negativ
szelekciojat iranyitja. Ennek kulcsfolyamata a csecsemOmirigy medullaris sejtjeiben
végbemend promiszkuis génexpresszid, melynek sordn DNS-ko6td fehérjékkel egytittmiikodve
olyan szoveti antigének (tissue restricted antigen, TRA) termelddését engedi meg, melyek
leképezik a test teljes szoveti fehérjeallomanyat. Ezek az antigének kikeriilnek a veldsejtek
feliileti f6 hisztokompatibilitdsi komplex MHC receptoraira, mely 4ltal a folyamat egyfajta
tiikrot tart az érésben 1évo T-sejteknek.

Amennyiben az éretlen T-sejt receptoraval felismeri a medullaris timoepitelidlis sejtek
(medullar thymoepitelial cells, mTEC) feliiletére kihelyezett test-antigéneket, autoimmun
természete bebizonyosodik és apoptozissal klonalisan torlédik. Multidomén szerkezete
alapjan az AIRE azon fehérjék csoportjaba tartozik, amelyek képesek a kromatinhoz kotddni
¢s szabalyozni a géntranszkripciot. Az AIRE az N-terminustél a C-terminusig o0t
funkcionélisan fontos szerkezeti doménbdl all: homogénen festédd régid (homogeneously
staining region, HSR) vagy mas néven kaszpéz-aktivacios €s recruitment domén (caspase-
activation and recruitment domain, CARD), nuklearis lokalizacios jel domén (nuclear
localisation signal, NLS), Sp100 AIRE NucP41/75 és DEAF domén (SAND), valamint két
PHD domén (PHD1, PHD2).

Az AIRE fehérje egyik legfontosabb szakasza, mely nélkiil nem lenne képes a medulldban
funkciojat kifejteni, a SAND domén. 1998-ban ez volt az AIRE masodik szerkezeti
szekvencidja, amelyet leirtak, a PHD domén utdn. Az AIRE-t kodoldé aminosavlanc kézepén
elhelyezkedd6 SAND domén szerkezete egy globularis a/p elemet tartalmaz, melynek a-hélix
részében egy konzervalt KDWK motivum talalhat6. Ez az elem biztositja, hogy az AIRE
fehérje a DNS foszfatcsoportjaihoz kétédjon, mely a SAND domén legfobb kromatinfiiggd
transzkripcids szabalyozo funkcidja. Ennek segitségével kotddik az AIRE a medullaris mTEC
sejtek DNS-éhez. A kotédést kovetéen elkezdddik a klaszterbe rendezett TRA-gének



expresszioja, mellyel a medullaris negativ szelekcidt biztositjak az ide érkezd érésben 1évo T-

crer

Az AIRE fehérjét illetve a SAND régiot kodold DNS-szekvencidban eléforduld funkciovesztd
mutaciok kovetkezménye a szelekcido elmaradasa és a perifériara kijutd érett, viszont
autoreaktiv T-sejtek egy viszonylag ritka autoimmun betegséget, az 1-es tipusu autoimmun
poliendokrin szindromat (APECED, APS-1) okozzak. Szamos kozlemény egybehangzdan
allitja, hogy a kodold génszakasz egy nukleotidban megmutatkozd allélpolimorfizmusai
(single nucleotide polymorphism, SNP) befolyasolhatjdk az AIRE transzkripciojat,
kovetkezésképp a fehérje funkcigjat, amely igy emelheti az egyes betegségek iranti
fogékonysagot.

Az elsé vizsgalat, mely az allélpolimorfizmusokat Osszefliggésbe hozta a centralis
toleranciaval Lovewell és mtsai. publikaltdk. Ennek sordn az AIRE promoter régidjatol 5'
iranyban egy 591 bp-nyi szakaszt vizsgaltak illetve lehetséges allélpolimorfizmusok AIRE
transzkripciora mért hatdsat. Human limfocita DNS vizsgalatira a denaturdld nagy
hatékonysagi  folyadék  kromatografia  (denaturing  High-Performance  Liquid
Chromatography, ~dHPLC) modszerét alkalmaztak. Ezekben a régioban  két
allélpolimorfizmust talaltak AIRE-655R (rs117557896) és az AIRE-230Y-t (rs751032), mely
régiokat pCR2.1 TA vektorba ligaltak és TOP10 sejtekbe transzfektaltak. Minden egyes
prométer valtozatot a luciferdz riportergén elé, a pGL3-basic vektorba klonoztak, hogy
létrehozzanak egy AIRE riporterkonstrukciot. A transzkripcids vizsgalat eredménye az lett,
hogy az AIRE-655G AIRE-230T allélpolimorfizmusok alkotta genotipus esetében a promoéter
aktivitds nagyon alacsony mértékli, szinte alig kimutathaté, mig AIRE-655G AIRE-230C
genotipus a legmagasabb értéket produkalta. Az érdekessége a vizsgalatnak, hogy ezaltal
kimondhatd, adott 16kuszok polimorfizmusai alkotta genotipus képes a transzkripcidt oly
mértékben befolyasolni, hogy az expresszié alig kimutathaté. Vagyis amennyiben ez
lehetséges, akkor az is kimondhat6, hogy genotipusonként a centralis toleranciat meghatarozo
negativ szelekcid ujsziilottkorban egyénenként eltérhet és adott allélpolimorfizmusok
alapjaiban hatdrozhatjdk meg annak hatékonysagat, alacsony AIRE expressziot produkald
genotipus emelheti az autoimmun megbetegedések inicidcidjat mar a posztnatalis iddszaktol.

Az elsé AIRE allélpoimorfizmussal kapcsolatos molekuléris epidemiologiai vizsgalatot 2002-
ben Tazi-Ahnini és mtsai. végezték el alopecia areata autoimmun betegségek vizsgalva. A
korlefolyas soran T-sejt populacid sziirddik a follikulusokba, melyek autoantitest €s
citokintermeléssel kopaszodast idéz el6. Ennek egy sulyos fajtajanal — alopecia universalis —
azt talaltak, hogy a G961C allél frekvenciaja a 202 betegnél szignifikanskan magasabb a 175
kaukazusi kontrollhoz képest. Szisztémas szklerdzis (SSc) vagy mas néven szkleroderma egy
komplex autoimmun betegség, amelyet fibrozis, vaszkularis rendellenességek ¢€s
immunrendszeri aktivacié jellemez T-sejt infiltracioval és B-sejt aktivacioval, melynek
kovetkezménye autoantitest és citokin termelés. 2007-ben 41 SSc beteg és 100 kontroll
vizsgalatanal Ferrara és mtsai. azt talaltak, hogy G11107A allélikus intron-polimorfizmus
es¢lye szignifikdnsan magasabb a betegpopulacidban. Az Osszefliggés még erdsebbnek
mutatkozott, ha az SSc populacion beliil autoimmun tiroiditisz alcsoportban. Autoimmun
bérbetegség, a vitiligoval valo Osszefliggést 2008-ban fedezték fel Tazi-Ahnini és mtsai. 86
beteg és 363 kontroll vizsgalatakor az AIRE 7215C allélja szignifikdnsan magasabb eséllyel
1,87-5,46; p=1,36x10") alapjan. AIRE allélpolimorfizmus miatti nem megfeleld
hatékonysagi centralis tolerancia, hatassal lehet a szervezet azon képességére, hogy a
tumorsejteket és azok antigénjeit felismerje és elpusztitsa. Conteduca és mtsai. arra voltak



kivancsiak, hogy kapcsolatban allhatnak-e bizonyos allélpolimorfizmusok melanomaval.
2010-es vizsgalatukban inverz asszociacié részeként a rs1055311 (C8385T), rs1800520
(C8723G) ¢és a rs1800522 (T16366C) allélja szignifikansan gyakoribbak voltak az
egészségesekben, mint a melanomas betegeknél, fliggetleniil a nemtdl, az életkortdl és a
melanoma stadiumatol, sugallva az allél esetleges protektiv hatdsat. Autoimmun alapt sulyos
izomgyengeséget, myasthenia gravist 2017-ben hoztak Osszefiiggésbe Zhang és mtsai. egy
kinai eset-kontroll kapcsan, melynél az rs3761389 G-allélja illetve az erre az allélra
homozigota genotipus szignifikansan magasabb eséllye volt jelen a betegeknél a kontrollhoz
képest (OR=1,68; 95%CI 1,14-2,48; p=0,027). A mellékvesekéreg autoimmun pusztulasaval,
az Addison-korral 2018-ban sikeriilt inverz asszociaciot talalni. Az rs2075875 C-, rs2075876
A-, 1562220374 G-, rs9983695 C-allélja szignifikdnsan magasabb eséllyel volt jelen a
kontrollpopulacioban, ezek az allélok protektivnek bizonyultak a betegséggel kapcsolatban.
Szisztémas lupusz eritematdzusz (SLE) esetében az immunrendszer tévesen megtamadja tobb
szerv szOveteit az egész testben, kiilondsen a bort, a veséket, az agyat és az iziileteket. Ezt a
ritka autoimmun betegséget 2021-ben hoztak Osszefiiggésbe a timocitak negativ szelekcidjat
iranyit6, AIRE fehérje expressziojat meghatarozo intron 5-0s régidban talalhat6 rs2075876 A
alléljaval, mely protektivnak bizonyult az esetcsoportban (OR=0,16, 95%CI=0,09-0,28,
p<0,001). Végiil az AIRE allélpolimorfizmusok terén a legutobbi molekularis epidemiologiai
eredményt 2023-ban publikaltdk ¢és talaltak Osszefliggést trombocitopénias purpura
betegséggel, mely autoimmun folyamatok altal okozott, autoreaktiv trombocita pusztulas
kovetkeztében kialakuld vérzékenység. Ebben a rendellenességben szintén az rs2075876
kockazatot (OR=4,299; 95%CIl 1,650-11,202; p=0.003). Ahogy latjuk, ezen autoimmun
betegségek esetében tomegével nem készitettek asszociacios vizsgalatokat. Szakirodalom
szerint viszont egy autoimmun betegség Osszefiiggését kiterjedten vizsgaltdk az AIRE kodolo
régio allélpolimorfizmusaival, ez pedig a reumatoid artritisz.

Ez a betegség egy gyakori autoimmun manifesztacio, amely kronikus iziileti gyulladassal jar.
Az ebbdl eredd szimmetrikus, poliartikularis artritisz extraartikularis szovOdményekkel
kombindlva funkciondlis kéarosoddshoz vezet. Az AIRE promoter régidjaban 1évo
polimorfizmusokat 2011-ben genomszintii asszociacios vizsgalat keretében eldszor Terao és
mtsai vizsgaltak. Ennek soran 5415 RA és 6489 azsiai kontroll korében a 277 420 SNP
vizsgalatakor azt talaltak, hogy az intronrégioban 1évé rs2075876 A- és rs760426 G-allélja és
ezen allélok alkotta homozigota genotipusok szignifikdnsan magasabb eséllyel van jelen a
betegpopulacioban (OR=1,18; 95%CI 1,11-1,24;p=3,6x10°; OR=1,16; 95%CI 1,10-1,22;
p=4,4x10"). Tovabbi eredményeikben publikaltak, hogy dacara annak, hogy az rs2075876
splicing régidban foglal helyet, az AA genotipus jelenlétében az expresszid szignifikansan
alacsonyabb (p=6,8x10°) szemben a GG genotipussal, mely eredmény felveti annak a
lehet6ségét, hogy a betegségre valo Kkitettség mar jsziilottkorban elkezdédik, a nem
megfelelden miikodé negativ szelekcio altal. Hasonld eredményt értek el spanyol, japan,
kinai, egyiptomi vizsgalatok sordn melyek dontd tobbsége eset-kontroll vizsgélat.
Osszességében elmondhatd, hogy maguk az allélpolimorfizmusok alkotta genotipusok
nagymértekben hozzajarulhatnak az AIRE eXpresszid alakuldsdhoz, mint azt Lovewell és
mtsai.-nak vizsgalataban lattuk, képesek alacsony expressziot eredményezni, mely az
immunologiai tolerancia esetében az ujsziilottkori negativ szelekciot alapjaiban hatarozhatja
meg. Alacsony AIRE expresszié esetén, magasabb valosziniiséggel keriilhetnek ki autoreaktiv
CD4" effektor sejtek a perifériara, melyek autoantigén jelenlétében elindithatjik a betegség
inicidcios szakaszat mar 0jsziilottkorban.

Az emlitett betegségek koziil egyediil a reumatoid artritiszt vizsgalta tobb molekularis
epidemioldgiai megfigyelés, igy szamunkra optimalisnak bizonyult allélpolimorfizmusokkal



vald pozitiv vagy negativ dsszefiiggések tovabbi elemzésére valamint a szakirodalom alapjan
a SAND régio egy kifejezetten fontos doménnek szamit a negativ szelekcio folyamataban, igy
vizsgalodasunk targyat azok a DNS szakaszok jelentik, melyek ezt a domént kodoljak.

2. CELKITUZESEK
2.1. Az AIRE allélpolimorfizmusok meta-analizise autoimmun kérképekben

Az els6 AIRE allélpolimorfizmussal kapcsolatos molekularis epidemioldgiai megfigyelést
2002-ben végezték, azdta szamos eset-kontroll analizis sziiletett kiilonb6z6 autoimmun
betegségeket vizsgalva. Mieldtt elkezdtiik kutatdsunkat, szisztematikus szakirodalmi
attekintéssel vizsgalodtunk, mely meta-analizisnek a célja az volt, hogy tisztdzzuk, mely
autoimmun betegség korében sziiletett a legtobb molekularis epidemioldgiai eset-kontroll
vizsgalat, a betegségen beliil pedig, az egyes eset-kontroll vizsgalatok Gsszefoglald
elemzésével uj eredményeket és dsszefiiggéseket talaljunk kandidans allélpolimorfizmusok és
autoimmun betegségek kozott.

2.2. In silico vizsgalat AIRE allélpolimorfizmusok meghatarozasara

Annak érdekében, hogy rendelkezéslinkre 4lljon egy adatbazis, mely lokuszok
allélpolimorfizmusaival kivanunk a késObbiekben foglalkozni, célul tiztiikk ki egy olyan
atfogd adatbazis Iétrehozasat, melyben 5°’-3° irdnyban szerepel az Osszes olyan
allélpolimorfizmus, melynek allélfrekvencidja legalabb 1% vagy afolotti.

2.3. Pilot vizsgalat AIRE rs878081 és rs1003854 allélpolimorfizmusok vizsgalatiara
reumatoid artritisz betegek mintaiban

Mivel szamunkra kezdetben ez egy ismeretlen teriilet volt, meg kellett figyelniink, vajon a
kivalasztott AIRE domén-kodold régid lokuszai adta allélfrekvencidk ¢és vizsgalati
elrendezésiink képesek-e értékelhetd eredményt adni. Annak tisztazésara, hogy az
allélpolimorfizmusok diszkriminacidjara valasztott allélspecifikus probdk és a genotipizalas
soran kialakitott protokoll megfeleléek-e, célul tlztiink ki egy olyan pilot vizsgalat
megvalositasat, ahol ezekre a kérdésekre valaszt kaphatunk. Ennek érdekében kivalasztottuk a
DNS-koté domént kodoldo SAND régid két 10kuszat, rs878081-et, rs1003854-et és célul tiiztiik
ki ezen l6kuszok adta allélpolimorfizmusok és genotipusok Osszefiiggésének vizsgalatat
reumatoid artritisz kockazataval, eset-kontroll vizsgélat keretében, melyhez 6 kiilonb6zd
genetikai modellt hasznaltunk. Azért ezt a régiot céloztuk meg, mert véleményiink szerint
ezen exon szakasz altal kodolt SAND domén a legfontosabb eleme az AIRE fehérjének az
MTEC DNS-hez vald kotodésnek, igy a negativ szelekcionak. Ezen beliil az rs878081-es
lokuszon talalhaté allélpolimorfizmus egy szinonim varidns, mely nagymértékben
befolydsolhatja a termel6dd fehérje mennyiségét, igy a negativ szelekcid hatékonysagat.
Vizsgéalatunkhoz célul tliztik ki egy olyan atfogd adatbazis létrehozédsat, mely magaba
foglalja a pilot study és az esetleges késObbi vizsgalat RA ¢és kontrollpopulacidinak teljes
leletanyagat, rogzitve minden olyan paramétert, mely a leletanyagbdl kinyerhetd, beleértve
demografiai adatokat, ¢ltmodi adatokat, laborvizsgalatok eredményeit és a multban rogzitett
fertdzéseket is. Tovabbi célul tiztik ki, amennyiben lehetséges az egyes genotipus-
alcsoportok Klinikai paramétereinek atlagértékeit statisztikailag Osszehasonlitsuk és
amennyiben az szignifikdnsnak bizonyul korrelacios vagy asszociacids Osszefiiggéseket
vizsgaljunk a klinikai paraméterek és a genotipusok kozott.



2.4. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régioinak vizsgalata reumatoid
artritisz kockazatara

Annak fiiggvényében, a pilot vizsgalatunk milyen eredménnyel jar, a vizsgalat folytatasaként
célul tiiztik ki nagyobb elemszdmu eset és kontrollpopulacid és tobb allélpolimorfizmus
vizsgalatat annak tisztazasara, vajon a DNS-k6td régio allélpolimorfizmusai kapcsolatban
allnak-e a betegséggel. Ennek érdekében az in silico adatbazist és a pilot study eredményeit
felhasznalva, egy olyan panelt terveztiink, mely magaba foglalja mindazon potencialis
l6kuszokat és azok adta allélpolimorfizmusokat, melyek SAND domént kddolo régiot (exon 5
¢s 6) valamint a koztiik 1év6 splicing intronalis régiot (intron 5 és 7) hatarozzak meg. Célunk
ezen panelben szerepld allélpolimorfizmusok illetve az allélok adta genotipusok vizsgélata
reumatoid artritisz kockézatara, 6 kiilonboz6 genetikai modell felhasznalasaval.

2.5. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régiok osszefiiggéseinek vizsgalata a
betegséget meghatarozé klinikai paraméterekkel

A tovabbiakban kivancsiak voltunk, hogy az egyes allélpolimorfizmusok adta genotipusok
Osszefiiggésben allnak-e az RA-t meghataroz6 klinikai paraméterekkel és a betegség
aktivitasaval. Célul thztik ki a panelben szerepld lokuszok alléljai atal meghatarozott
genotipusok vizsgalatat, 5 kiilonb6zé genetikai modellt felhasznalva a kovetkezd klinikai
paraméterek vizsgélatara: vérsiillyedést meghatarozo eritrocita szedimentacios rata
(erythrocyte sedimentation rate, ESR), C-reaktiv protein (CRP), reumatoid faktor (Rf), anti-
ciklikus citrullinalt peptid antitest (aCCP), betegség aktivitasi (disease activity score 28,
DAS28) érték.

2.6. Allélpolimorfizmusok regulatérikus kotomotivumokra gyakorolt hatasainak in
silico elemzése

A vizsgalat zarasaként arra voltunk kivancsiak, az egyes lokuszok alléljai milyen hatéssal
lehetnek a DNS azon kotéhelyeire, melyekhez regulatorikus egységek, transzkripcios faktorok
(TF) kotodhetnek, igy célul tiztik ki a panelon szereplé azon allélpolimorfizmusok
bevonasat, melyekkel kapcsolatban statisztikailag szignifikdns eredményt kaptunk az
alléldiszkriminacios vizsgalat soran RA-val illetve ha ott nem, de adott allélok adta genotipus
statisztikailag szignifikans dsszefiiggésben volt klinikai paraméterekkel. A kdtdmotivumok és
az azokhoz kapcsolodo regulatorikus egységre mért hatast célul tiiztiik ki a HaploReg v4.2 in
silico adatbazisban elemezni.

3. ANYAG ES MODSZER

3.1. AIRE allélpolimorfizmusok meta-analizise autoimmun korképekben

A szakirodalmat adatbazisokban kulcsszavas kereséssel kerestik. A kozleményeket
bevalasztasi ¢€s kizarasi kritériumok alapjan valogattuk. Statisztikai vizsgalat soran ot
kiilonboz6 genetikai modellt hasznaltunk fel, valamint Hardy-Weinberg egyensulyt,
heterogenitast, szenzitivitas-analizist €s publikacios torzitast szamoltunk.

3.2. Inssilico vizsgalat AIRE allélpolimorfizmusok meghatarozasara

Adatbazisunkba a varians akkor keriilt bevalogatasra, amennyiben a ritka allél frekvenciaja
0,01 (1%) és 0,5 (50%) érték kozé esett illetve referencia, annotacids adatbazisban szerepel. A



varians kizarasra keriilt ha a ritka allél frekvencigja 0,01 ald esett. Ehhez két genom-szintii
annotacios rendszert, UCSC Genome Browser (GRCh38 assembly) valamint az Ensembl
automatikus human annotacids rendszert hasznaltuk.

3.3. Pilot vizsgalat AIRE rs878081 és rs1003854 allélpolimorfizmusok vizsgalatara
reumatoid artritisz betegek mintaiban

Vizsgalatunk beavatkozassal jaro kutatds, igy ennek engedélyeztetésére etikai engedélyre
iranyuld kérelmet nyujtottunk be az Orszagos Tisztiféorvosi Feladatokért Felel6s Helyettes
Allamtitkarsaga, Egészségiigyi Igazgatasi Féosztalyara (tovabbiakban: orszagos tisztiféorvos)
2018-ban, négy éves intervallumra, a Harkdnyi Termdl Rehabilitacios Centrum Kozhasznu
Nonprofit Kft. bevonasaval. Ehhez az orszagos tisztiféorvos felkérte az Egészségiligyi
Tudomanyos Tanacs és Kutatasetikai Bizottsagat (ETT TUKEB) szakhatosagi allasfoglalas
kialakitasara. Ennek soran az ETT TUKEB a kutatas engedélyezése iranti kérelmet szakmai-
etikai szempontbdl megfelelének talalta, a kutatds orszdgos tisztifdorvos altali
engedélyezéséhez szakhatosagi hozzajarulasat adta. Ennek alapjan az orszagos tisztiféorvos
2018. aprilis 24-én kérelmiinket 4 évre hagyta jova, 11871-7/2018/EUIG iktatoszammal.

A vizsgalatban szerepld valamennyi személy a Harkanyi Termal Rehabilitaciés Kozpont
ambulans és bennfekvéses betegei koziil keriiltek ki. A vizsgalatra jelentkezés Onkéntes
alapon tortént, melyhez betegtajékoztatot és beleegyezd nyilatkozatot csatoltunk. A
vérmintakat 4mL-es citratcsovekbe vettiikk személyenként. A teljes vért -75°C-on taroltuk az
analizisig. Az Onkéntesen vallalkoz6 személy a betegcsoportba keriilt, amennyiben (1) 18
évnél id6sebb volt, (2) a beleegyez6 nyilatkozatot alairta, valamint (3) az American College
of Rheumatology diagnosztikus és besorolasi kritériumai alapjan reumatoid artritisz
diagnozisaval rendelkezik. Azokat a betegeket, akiknek a kortorténetében egyidejiileg mas
autoimmun korképek, pl. Sjogren-szindroma, pszoriazis, SSc, SLE szerepeltek, kizartuk a
tovabbi elemzésbdl, annak érdekében, hogy csokkentsiik az RA-tol eltérd autoimmun
betegségek RA kockazatara mért zavar6 hatésat.

Mivel mér a vizsgalat elején tudtuk, hogy gondosan meg kell tervezniink a megfeleld
kontrollpopuléciot, azon gondolkodtunk, hogyan korlatozhatnank az esetleges fals negativ
esetek elofordulasi gyakorisdgat az RA kimenetelére vonatkozoan. A betegség lefolyasarol az
a tapasztalatunk, hogy az elsd tiinetek és a korhazi kezelés atlagéletkora 65 év koriili. A
szakirodalombol és a betegek orvosi jelentésének attekintése soran azonban azt lattuk, hogy
az esetek kisebb részében az elsdé korhazi kezelés 70 éves korban is jelentkezhet. Ezért ugy
dontottiink, hogy a kontrollok életkori felvételi kritériumat 75 év vagy annal idOsebbre
emeljiik, mert ennek hidnyaban esetleg olyan alanyok keriiltek volna a kontrollcsoportunkba,
ahol az RA a preklinikai stadiumban van, és ahol a betegség patomechanizmusa az iniciacios
vagy centrdlis stadiumban vannak, tiinetek jelenléte nélkiil. 75 éves korukra a betegek
nagyobb valosziniliséggel jelentkeznek tiinetekkel, és egyszer mar az ellatorendszer részévé
valnak. Igy csokkentettik a zavaré hatasokat a vizsgalatunkban. Kontrollszemélyekre
vonatkozo felvételi kritériumaink tehat a kovetkezOk voltak: (1) 75 éves vagy annal
idosebbnek kellett lennie, (2) alairta a beleegyez6 nyilatkozatot, (3) az American College of
Rheumatology diagnosztikus €s besorolasi kritériumai alapjan nem szenvedett RA-ban, (4)
leletanyaga alapjan nem szenvedett egyéb autoimmun betegségben (pl. SLE, SSc, psoriasis,
Sjogren-szindroma), (5) CRP-értéke < 20 mg/dl és Rf szintje < 25 1U/ml (153). Végiil pilot
vizsgalatunk soran 100 RA ¢és 100 kontrollszemély vérmintait sikeriilt 6sszegyljteniink.



Az RA ¢és kontroll vérmintakbol elsédlegesen teljes vérképet, koleszterinszintet,
vércukorszintet, ESR-értéket, CRP-értéket, natrium-, kalium-, karbamid-, Kkreatinin-,
glutamat-oxalacetat-transzaminaz-szintet ~ (GOT),  glutamat-piruvat-transzaminaz-szintet
(GPT), a gamma-glutamiltranszferaz-szintet (gamma-GT), alkalikus foszfataz, laktat-
dehidrogenaz, kreatin-kinaz, fehérjealbumin, magnézium, foszfor és a szérum bilirubin-
értéket hataroztunk meg. Az RA szeropozitivitdsanak és —negativitasinak meghatarozéasara Rf
(IgG) és aCCP autoantitest szinteket hatdroztunk meg mind az RA mind pedig a
kontrollcsoportban, az utobbiban legfoképp azért, hogy az autoimmun alnegativak ezuton is
kizarésra kertiljenek.

A genomidlis DNS extrakciojat és tisztitdsat kovetéen multiplex qPCR vizsgélatot végeztiink
a SAND régioban talalhatdé rs878081 ¢és rs1003854 allélpolimorfizmusok genotipizalasara,
melyet mind az RA betegek ¢és kontroll személyek esetében TagMan technologiaval
végeztiink. A pontos allélikus diszkriminacio érdekében Minor Groove Binder (MGB)
TagMan® Assay-eket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hasznaltunk, ahol az MGB
az oligonukleotid proba 3' végében megndveli az olvadasi homérsékletet, igy stabilizalva a
proba-target hibrideket.

Statisztikai elemzéseinket az SPSS szoftver 28.0 verziojaval végeztiik (IBM Corp. Released
2021, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0; IBM Corp, Armonk, NY, USA). A
varhato genotipus-gyakorisagokat a Hardy-Weinberg-egyenstly (HWE) alapjan szamoltuk ki,
¢s a megfigyelt gyakorisdgokkal vald kiilonbséget statisztikailag Osszehasonlitottuk nem-
paraméteres x> probaval, hogy lassuk, mennyire illeszkednek a megfigyelt genotipus-
gyakorisagok a HWE szerinti varhato gyakorisagokhoz. A klinikai paramétereket jelentd
folytonos valtozokat atlagérték + standard deviacid (SD) formaban abrazoltuk. A normalitas
meghatarozasara Shapiro-Wilk-probat, a Levene-tesztet pedig a variancidk egyezésének
elemzésére hasznaltuk. A csoportok 0Osszehasonlitasdra a folytonos valtozok esetében
fiiggetlen mintas t-probat és varianciaanalizist alkalmaztunk. A nem normaleloszlasu valtozok
medianjainak  Osszehasonlitisira Mann-Whitney U ¢és Kruskal-Wallis H  probakat
alkalmaztunk kétsz¢élii szignifikanciaval. A korrelaciot kétvaltozos korrelacioval, Pearson
korrelacios egyiitthatoval ¢és kétszEelli szignifikanciaval vizsgaltuk. Binaris logisztikus
regressziot hasznaltunk OR-értékek kiszamitasara 95% CIl intervallumot alkalmazva.
Statisztikai szignifikanciat akkor hataroztuk meg, ha a p-értékek kisebbek voltak 0,05-nél.
Tobb okbol is a hagyomanyos 0,05-0s p-értéket valasztottuk. Eldszor is, ez egy
szabvanyositott kiiszobérték a tudomanyos kutatasban. Ezenkiviil, tanulményunk biologiai
alapkutatas, amelynek célja a feltételezett expozicid és a kimenetel kozotti 4 Osszefliggések
kimutatasa, ezért el akartuk keriilni ennek a standardizalt hatarértéknek a korrigalasat vagy
modositasat. Ebben az esetben a 0,05 valasztasa ésszerli, mert elfogadhato egyensulyt teremt
az elsé- és masodfaju hibak kozott. Ez azt jelenti, hogy az érték ésszerti egyensulyt hoz létre a
tul megengedd — ami a hamis pozitiv eredmények kockézatanak emelkedését okozza — és a
tulsagosan szigoru értékelés kozott, ahol a hamis negativ eredmények kockéazata emelkedett
volna. Bar a szignifikanciat 0,05-re allitottuk be, a tdblazatokban magasabb szignifikancidk
(<0,01, <0,001) is megtalalhatok.

3.4. Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régidinak vizsgilata reumatoid
artritisz kockazatara

Annak érdekében, hogy vizsgalatunkat folytatni tudjuk sziikségiink volt tovabbi mintdk
gyljtésére és idore, melyhez elengedhetetlen volt a pilot vizsgalathoz kapott etikai engedély
meghosszabbitdsa. Ennek soran mintagytiijtésiink helyszinét a meglévé Harkanyi Termal



Rehabilitaciés Centrum Kozhaszni Nonprofit Kft. mellett a Hévizgyogyfiirdd és Szent
Andras Reumakodrhazzal egyiittmiikodésben kibovitettiik és kérelmeztiink az etikai engedély
meghosszabbitdsat tovabbi négy évre. Benyujtott mddositasi kérelmiinket a szakhatdsagi
véleményezésre felkért ETT TUKEB szakmai és etikai szempontbol megfelelonek talalta és a
kutatasi terv kérelemben foglalt modositasanak engedélyezéséhez hozzdjarult, melyek alapjan
a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont a modositasi kérelmiinket az 57142-5/2022/EUIG
iktatdszamu hatarozatban, tovabbi négy évre 2022. november 8-an engedélyezte.

A mintagylijtés innentdl kezdve parhuzamosan két intézményben zajlott. A Harkanyi Termal
Rehabilitaciés Centrumban tortént RA ¢és kontroll személyek vérmintainak gyiijtése, mig a
Hévizgyogyfirdd és Szent Andras Reumakorhdzzal egyiittmikddve kizardlag RA betegek
vérmintainak gyljtése zajlott. A vizsgalatra jelentkezés jelen esetben is Onkéntes alapon
tortént, melyhez beleegyezd nyilatkozatot és betegtdjékoztatot csatoltunk. A vérmintakat
személyenként 4mlL-es citratcsovekbe vettiikk, melyet intézetiinkben -75°C-on taroltuk az
analizisig. A vizsgélatra dnkéntesen vallalkoz6 személy RA csoportba kertilt, amennyiben (1)
18 ¢évnél iddsebb volt, (2) aldirta a beleegyezd nyilatkozatot, valamint (3) az American
College of Rheumatology diagnosztikus és besorolasi kritériumai alapjan az RA-t
diagnosztizaltak nala. Azon RA betegeket, akiknek a leletanyagaban fellelheté volt
egyidejileg mas autoimmun koérkép is, mint pl. Sjogren-szindroma, pszoriazis, SSc, SLE,
kizartuk a tovabbi elemzésbdl, annak érdekében, hogy kizarjuk az RA-tol eltérd autoimmun
betegségek a kivalasztott allélpolimorfizmusokkal valod lehetséges Osszefiiggését, valamint
hogy csokkentsiik az RA-t6l eltérd autoimmun betegségek RA kockazatara mért zavard
hatasat. Jelen vizsgalatunkban a pilot studyban alkalmazott kontroll csoport életkori
kritériumat hasznaltuk a fals RA negativ esetek elkeriilésére, igy a kontrollok életkori felvételi
kritériumat 75 év vagy annal idOsebbre emeltiik. Ennek hidnyaban esetleg olyan alanyok
kertiltek volna a kontrollcsoportunkba, akik az RA preklinikai, tiinetmentes stadiumaban
vannak. Az onkéntesen jelentkez6 kontrollokra vonatkoz6 felvételi kritériumaink ennek
megfelelden a kovetkezok voltak: (1) 75 éves vagy annal iddsebbnek kellett lennie, (2) aldirta
a beleegyezd nyilatkozatot, (3) az American College of Rheumatology diagnosztikus ¢€s
besorolasi kritériumai alapjan nem szenvedett RA-ban, (4) leletanyaga alapjan nem szenvedett
egyéb autoimmun betegségben (pl. SLE, SSc, psoriasis, Sjogren-szindroma), (5) CRP-értéke
< 20 mg/dl és Rf szintje < 25 [U/ml (153). A teljes mintagylijtés végére, 2023. decemberére
Osszesen 592 jelentkezd vérmintait sikeriilt 0sszegyljteni, melybdl 270 RA beteg ¢s 322
kontroll személy volt.

Az 592 személy vérmintdjat elsédlegesen a kovetkezd klinikai paraméterek meghatarozasara
hasznaltuk: teljes vérkép, koleszterin, vércukor, ESR, CRP, natrium, kalium, karbamid,
kreatinin, GOT, GPT, gamma-GT, alkalikus foszfataz, laktat-dehidrogenaz, kreatin-kinaz,
fehérjealbumin, magnézium, foszfor és a szérum bilirubin. Szérum Rf (IgG) és aCCP
meghatarozas annak érdekében tortént, hogy erdsitsik RA-csoportkunkat, valamint a
kontrollbdl az alnegativakat kizarjuk.

Reakcionként 20 ng gDNS-t hasznaltunk multiplex qPCR vizsgalatunkhoz. Ebben a
kiterjedtebb masodik vizsgéalatban az allélpolimorfizmusok genotipizalasara szintén TagMan
technologiaval alkalmaztunk. A Minor Groove Binder (MGB) TagMan® Assay-eket (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) alkalmazva stabilabb proba-target hibrideket sikeriilt
létrehoznunk az allélikus diszkrimindcido soran. A pilot vizsgalatunk soran sikeresen
alkalmaztuk a genotipizalashoz sziikséges termékeket, igy a jelen esetben is azt a vizsgalati
elrendezést valasztottuk. TagMan® Assay-ek tartalmaznak egy primerpart, egy VIC festékkel
jelolt oligonukleotid probat (530 nm-es sarga csatorna), amely az 1-es allél szekvenciat

10



detektalja, és egy FAM festékkel jelolt probat (470 nm-es z6ld csatorna), amely a 2-es allél
szekvenciajat detektalja. Homozigota a genotipus, ha kizardlag a VIC vagy a FAM csatornan
mutatkozik fluoreszcens jel. Heterozigdta a genotipus amennyiben mindkét csatornan
mutatkozik jel.

Statisztikai elemzéseinket a vizsgalat soran SPSS szoftver 28.0 verzidjaval végeztiik (IBM
Corp. Released 2021, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0; IBM Corp, Armonk,
NY, USA). A HWE alapjan varhato és megfigyelt genotipus frekvenciakat nem-paraméteres
¥’ probaval vizsgaltuk, hogy lassuk van-e szignifikans eltérés a kettd kozott. A kapesoltsagot
a Lewontin-féle ,,D” modszerrel értékeltiik, ahol az LD-strukturat magabafoglald haplotipus
blokkot a Haploview szoftver (4.2. verzio) segitségével generaltuk.

A klinikai folytonos valtozokat atlagérték + SD forméban abrazoltuk. A normalitas
meghatarozasara Shapiro-Wilk-probat, a Levene-tesztet pedig a variancidk egyezésének
elemzésére hasznaltuk. A csoportok Osszehasonlitdsira a folytonos valtozok esetében
fiiggetlen mintas t-probat és varianciaanalizist alkalmaztunk. Mann-Whitney U és Kruskal-
Wallis H probakat alkalmaztunk kétszélii szignifikancidval a nem normaleloszlasu véltozok
mediadnjainak Osszehasonlitdsara. A korrelaciot kétvaltozos korrelacioval, Pearson korrelacios
egylitthatoval és kétszEélii szignifikanciaval vizsgaltuk. OR-értékek kiszamitasara binaris
logisztikus regressziot alkalmaztunk, melynek soran 95% CI és p-értéket generaltunk.
Statisztikai szignifikanciat a 0,05 értéknél kisebb p-érték jelentette.

3.5. AIRE allélpolimorfizmusok regulatorikus kotomotivumokra gyakorolt hatasainak
in silico elemzése

Az egyes allélpolimorfizmusok jelenlétének hatasat a transzkripcios faktorok kotodeési
affinitasara HaploReg v4.2 adatbazis segitségével in silico elemeztiik. Az adatbazis
segitségével potencidlis transzkripcios faktorok kotddési affinitasi értékekeit szamoltuk ki a
ritka allél és a gyakori allél esetében.

4. EREDMENYEK
4.1. Az AIRE allélpolimorfizmusok meta-analizise autoimmun kérképekben

Keresés sordn négy irodalmi adatbazisbol, a duplikdtumok eltévolitasat kovetden 11 relevans
kozleményt azonositottunk, melyek koziil 6t foglalkozott reumatoid artritisszel mig a maradék
publikaciok 1-1 betegséggel. Igy meta-analizisiinket ennek vizsgélatara iranyitottuk. Az ot
bevalasztott eset-kontroll analizisek vizsgalata soran 11 SNP-t azonositottunk, melyek koziil
az 152075876 ¢és rs760426 allélpolimorfizmusokat vizsgalta az eset-kontroll analizisek
tobbsége, 7145 eset, 8579 kontroll valamint 6696 eset, 8164 kontroll fével. Ezen SNP-k
vizsgalatara kivalasztott 6t genetikai modell 50 sulyozott esélyhanyadosa 9 kivételével
statisztikailag szignifikdnsan azt mutatta, hogy az rs2075876 A- ¢és a rs760426 G-allélja
azsiaiak korében kockazati tényezd a betegség kialakulasara.

4.2. In silico vizsgalat AIRE allélpolimorfizmusok meghatarozasara

UCSC Genome Browser ¢és az Ensembl automatikus annotacios rendszerében a keresésiinket
az AIRE kodolo szekvencidjara (HGNC Symbol; Acc: HGNC:360) allitottuk be. Korlatozasok
nélkil 23 023 varidcidt azonositottunk, melyek kozott egyarant szerepelt pontmutacio, indel
¢s SNP is. A ritka allél globalis el6fordulasai gyakorisaga alapjan 68 SNP-t detektaltunk,
melyeket egyenként eurdpai populacioban is megvizsgalva végiil 44 olyan SNP-t valogattunk
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be adatbazisunkba, melyeknél a ritka allél frekvencidgja 0,01 (1%) és 0,5 (50%) érték kozé
esett illetve referencia, annotacios adatbazisban szerepelnek. Ezek koziil ezt kovetden tovabbi
vizsgalatainkra a negativ szelekcioban betoltdtt szerepe alapjan a SAND régiot kodolé DNS
szakasz allélpolimorfizmusait valasztottuk.

4.3. Pilot vizsgalat AIRE rs878081 és rs1003854 allélpolimorfizmusok vizsgalatiara
reumatoid artritisz betegek mintaiban

Pilot vizsgalatunkhoz a Harkanyi Termal Rehabilitaciés Kozpont segitségével 100 esetet €s
100 kontroll mintat gyiijtottiink Ossze, melyeknél a betegek szignifikdnsan magasabb
reumatoid artritisz marker értéket mutattak.

Allélikus modelliink keretében a kockazatot jelentd allélt keressikk a SAND régiot kodold
szakaszon 1év0 rs878081 és rs1003854 1okusz esetében, vagyis eldszor megvizsgaltuk, mely
allélok frekvencidja magasabb a betegpopuldcioban, majd bindris logisztikus regresszios
vizsgalattal esélyhdnyados értéket szamoltunk, hogy megtudjuk, a betegségkockazat mely
allél irdnyaba mutat. Ezt kovetéen a betegségkockazatot jelentd allélra alakitottuk ki
dominéns, recessziv, kodomindns heterozigota és kodominans homozigota és over-domindns
populacidgenetikai modelljeinket mind az rs878081 és rs1003854 1okusz esetében. A
kontrollcsoportok mindegyike Hardy—Weinberg egyensulyban volt.

A recessziv genetikai modell alapjan statisztikailag szignifikdns Osszefiiggést talaltunk az RA-
val, ahol a TT homozigotak gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt az RA-s betegeknél,
mint a kontroll személyeknél, ami alatamasztja az RA kockazatat (OR=5,44, 95% CI=1,16-
25,52, p=0,032). A TT homozigoétak genotipus-gyakorisaga szintén magasabb volt az RA-S
betegek korében a kodominans homozigdta genetikai modell alapjan, mint a kontroll
személyek korében; az Osszefiiggés azonban nem volt szignifikans (OR=4,68, 95% CI=0,98-
22,27, p=0,052), de ugyanazon iranyba mutatott, mint a recessziv modell (152). Az allélikus,
dominans, kodominans heterozigdta vagy over-dominans genetikai modellekben nem
talaltunk tovabbi szignifikans 0sszefliggést.

Az rs1003854 allélpolimorfizmusait allélikus, dominéns, recessziv, kodominans heterozigota,
kodominans homozigdta ¢és over-domindns genetikai modellek alapjan vizsgaltuk. A
genotipus gyakorisaga az RA-s betegeknél statisztikailag szignifikdnsan magasabb volt a TT
homozigétaknal, mint a kontroll személyeknél, ami alatamasztja az RA kockazatat (OR=4,84,
95% CI=1,02-23,02, p=0,047). Az allé¢likus, dominans, kodominans heterozigota vagy over-
dominans genetikai modellekben nem taldltunk tovabbi szignifikans 6sszefliggést.

RA betegeknél a CC genotipus-alcsoportban szignifikansan magasabb volt az ESR szinta TT
homozigotakhoz képest az rs1003854 kodominans homozigota modellje alapjan (p=0,048). A
CC genotipus-alcsoport szignifikansan magasabb CRP-szintet mutatott a TT homozigdtakhoz
képest a kodomindns homozigéta modellben valamint a TT+TC alcsoporthoz képest a
recessziv modellben (p=0,043 és p=0,029). Tovabba, a CC homozigota RA-s betegek
esetében szignifikans korrelacidé mutatkozott a CRP-vel a kodomindns homozigota és a
recessziv modellben (p=0,006 és p=0,002, illetve =0,350 és r=0,338).

44, Az AIRE exon 5 és 6 valamint intron 5 és 7-es régidikban talalhaté
allélpolimorfizmusok vizsgalata reumatoid artritisz kockazatara

12



A pilotban vizsgalt két 1okusz mellé, valasztottunk harom olyan lokuszt, melyek
nagymértékben hozzajarulnak a SAND domén expresszidjahoz. A vizsgalathoz kivalasztott
l6kuszok 5°-3° irdnyban igy az rs878081 az exon 5-0s, rs1003853 és rs2075876 az intron 5-
0s, rs1055311 az exon 6-0s ¢s rs1003854 az intron 7-es région.

Ebben a vizsgalatunkban két csoportot alakitottunk ki, melynek megfelelden az 1. csoport a
teljes 592 f6s populéciot jelenti 270 esettel és 322 kontrollal, melyekhez valasztottuk a harom
tovabbi AIRE rs1003853, rs2075876 ¢s rs1055311 16kuszt. A 2. csoport a teljes populacionak
egy alcsoportja 170 RA és 222 kontrollal, melyekhez az AIRE rs878081 ¢és rs1003854-es
l6kuszait valasztottuk.

Jelen esetben is el0szor az allélikus genetikai modellt hasznaltuk annak érdekében, hogy
megtalaljuk mely allélok eléforduldsi gyakorisdga magasabb a betegpopuldcioban, majd
bindris logisztikus regresszids vizsgalattal OR értéket szamoltunk, hogy megtudjuk, a
betegségkockazat melyik irdnyaba mutat. Ezt kovetéen a betegségkockazatot jelentd allélra
alakitottuk ki dominéns, recessziv, kodominans heterozigota és kodominidns homozigdta és
over-dominans populacidogenetikai modelljeinket. Ezt a metodikat elvégeztik mind az ot
lokusz, az rs878081, rs1003853, rs2075876, rs1055311 és rs1003854 esetében, az 1. és 2.
csoport alkotta teljes, 592 f0s vizsgalati populacié esetében, melyhez 1184 allél
diszkriminacids teszteredményeit hasznaltuk fel.

Vizsgalatunk soran az 1. csoportot jelentd teljes, 592 {6s populdcid 1184 alléljat vizsgalva
rs1003853 splice varians C-alléljanak frekvencidja szignifikdnsan magasabb volt RA betegek
korében, mint a kontroll személyeknél, bindris logisztikus regresszi6 eredménye alapjan
elmondhat6, hogy az AIRE rs1003853 C-allélja és az RA betegség kozott statisztikailag
szignifikans 0Osszefliiggés van (OR=1,33, 95% CI 1,01-1,74, p=0,037). Az 592 {6s
populécidban a rs1003853 CC homozigoéta genotipusanak frekvenciaja szintén statisztikailag
szignifikdnsan magasabb az RA betegek korében, mint kontrollokban, melynek
eredményeképpen a recessziv genetikai modellben statisztikailag szignifikdns asszocidciot
tapasztaltunk a CC homozigota genotipus és az RA kozott (OR=1,618, 95% CI 1,16-2,25,
p=0,004).

Az 6t 16kusz koziil a 2. csoportban az AIRE SAND exon 5-6s SAND domént kodolo rs878081
C-allélja mutatott szignifikans Osszefiiggést az RA kockazataval, az allélikus modell szerint
(OR=1,48, 95% CI 1,05-2,09, p=0,023). Itt a recessziv genetikai modell alapjan a CC
homozigota RA-betegek genotipus-frekvencidja szignifikansan magasabb volt a CT
heterozigotak és a TT homozigotak genotipus-frekvencidinak Osszegéhez képest. Recessziv
genetikai modell alapjan kijelenthetd, hogy a CC genotipus és RA kozott az Osszefliggés
statisztikailag szignifikans (OR=1,64, 95% CI 1,09-2,48, p=0,01).

A 2. csoportban, a tovabbiakban az AIRE intron 7-es rs1003854 16kusza volt a kovetkezo,
ahol a T-allél el6fordulasanak az esélye szignifikdnsan magasabb volt az RA allélok kozott a
C-allélhez képest (OR=1,52, 95% CI 1,08-2,12, p=0,014). A recessziv genetikai modell
alapjan a TT homozigéta genotipus esélye szignifikansan magasabb volt RA betegeknél, a
kontrollokhoz képest (OR=1,72, 95% CI 1,15-1,44, p=0,008).

Az RA betegek korében statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket taldltunk a 2. csoport
rs878081 recessziv modelljében, ahol a CC homozigdtak szignifikdnsan magasabb atlag ESR
szinteket mutattak (p=0,027) a TT+CT genotipusti alpopulaciohoz képest. Pearson-féle
kétvaltozos korrelacioval statisztikailag szignifikans Osszefliggést talaltunk az ESR és a CC
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homozigoéta genotipus kozott (p=0,023, r=0,190), binaris logisztikus regresszioval szintén
statisztikailag szignifikans osszefiiggést talaltunk (OR=1,01, 95% CI 1,002-1,032, p=0,026) a
két valtozo kozott. Az 1. csoport 592 alanyaval 270 RA-betegnél szignifikdnsan magasabb
aCCP-szintet mutatott ki az rs1055311 16kusz kodominans heterozigéta modell CT és
dominans modell CC+CT genotipus-csoportja (p=0,028, r=0,250 illetve p=0,044, r=0,150).

4.5. Regulatorikus kotomotivumok allélspecifikus affinitasa transzkripcios faktorokhoz

A SAND doménben az 5-0s exonon rs878081 és a 6-0S exonon taldlhatdé rs1055311
allélpolimorfizmusok szinonim polimorfizmusok, melyek a fehérjében strukturalis alapu
funkciovesztést nem, de allélspecifikus funkcionalis kiilonbségeket képesek okozni. A
lehetséges transzkripcios kovetkezmények tisztazasa érdekében allélspecifikusan, a HaploReg
v4.2 adatbazis segitségével in silico analizist végeztiink annak érdekében, hogy meglassuk, az
egyes allélpolimorfizmusok helyet foglalnak-e bizonyos TF-k DNS kotérégiojanak
motivumaiban, és ha igen akkor hatdssal vannak-e az egyes allélok a TF kotddési affinitasara
(Regulatory motifs altered).

Azt a négy 16kuszt vizsgaltuk, melyeknek allélpolimorfizmusai sszefliggésbe hozhatéak RA
kockazataval illetve RA csoporton beliil klinikai paraméterekkel tigy, mint ESR vagy aCCP.
A helysulyozott matrix predikcios modellje az rs878081 esetében kimutatta, hogy maga a
lokusz pozicidja NF-kB és a Yin-Yang 1 (YY1) kotémotivumainak szekvencidjaban
helyezkedik el.

Az NF-kB NF-kappaB_disc2 DNS koétdmotivumahoz szamitott LOD-érték +11,1 értékkel
magasabb a T-allél esetében, a NF-kappaB_known4 esetében pedig ez az érték +2, mely
eredmények azt mutatjak, hogy a referencia C-allél jelenlétében az NF-xB gyengébben
kotédik a DNS-hez. Ugyanezen a lokuszon a YY1 discl kotdmotivumhoz az alternativ T-
allél esetében az affinitast jelentd LOD-érték +0,9 értékkel magasabb, ami szintén azt jelenti,
hogy a referencia C-allél jelenlétében ez a TF gyengébben kotddik.

A tovabbiakban a helystlyozott matrix predikciés modellje az rs1003853 kimutatta, hogy
maga a lokusz pozicioja a Kriippel-like zinc finger protein AP-2rep (AP-2rep) és a Rad21
transzkripcids faktorok kotdmotivumainak szekvencidjaban helyezkedik el. Az AP-2rep DNS
kotdmotivumahoz szdmitott LOD-érték +7,1 értékkel, a Rad21_disc5 kdtdmotivum esetében
+0,5 értékkel magasabb a T-allél esetében, vagyis C referencia allél jelenlétében ez a két TF
gyengébben kotédik.

A helysulyozott matrix predikcios modellje szerint az rs1055311 esetében a 10kusz pozicidja a
myeloid cink-ujj 1-nek (myeloid zinc finger 1, MZF1) a MZF1::1-4_1 motivumaban, NF-xB
transzkripcios faktor NF-kappaB_disc2 és p300 transzkripcids koaktivator p300_knownl
kotémotivuménak szekvencidjaban foglal helyet. Prediktiv LOD-érték kovetkezetesen az
MZF1::11-4 1 ¢és NF-kappaB_disc2 esetében +1,6 és +11,1, mely azt mutatja, hogy az
alternativ T-allél jelenlétében erdsebb és a referencia C-allél jelenlétében gyengébb
affinitassal kotddik a TF. A p300_knownl esetében a LOD-érték megfordul a referencia C-
allél javara + 1,3 értékkel, mely forditott helyzetnél az el6z6ektdl eltérden az alternativ T-allél
koti gyengébben a p300 transzkripcids koaktivatort.

A predikcios modell alapjan az rs1003854 10kusz a GATA a cink-ujj fehérje csalad — melyek

képesek a (T/A)GATA(A/G) konszenzusos DNS-szekvencidhoz kotédni — GATA _disc3
kotdmotivumanak szekvencidjaban foglal helyet. A prediktiv. LOD-érték +1 értékkel
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magasabb az alternativ C-allél esetében, vagyis a referencia T-allél ezt a transzkripcids faktort
gyengébben koti. Ezen vizsgalatrész eredményeit az 1. tablazat szemlélteti.

Lokusz Ref Alt Malil?isyltéﬁr;l)\f\slziggott LOD value  LOD value
matrix) ID Ref Alt
NF-kappaB_disc2 15 12,6
rs878081 C T NF-kappaB_known4 12.5 14.5
YY1 discl 8,6 9,5
AP-2rep 3,0 10,1
rs1003853 ¢ T Rad21_disc5 10,2 10,7
MZF1::1-4 1 10,3 11,9
rs1055311 C T NF-kappaB_disc2 1.7 12.8
p300_knownl 11,1 9,8
rs1003854 T C GATA disc3 12.2 13.2

Ref: referencia allél; Alt: alternativ allél; LOD: log odds ratio
1. tablazat — HaploReg4.2 adatbazis predikcios modellje alapjan az AIRE
allélpolimorfizmusok  pozicidja transzkripciéos faktorok DNS kotorégiojanak
motivumaiban, és allélspecifikus hatasuk a TF kotédési affinitasara,

5. MEGBESZELES

Kutatasunk egyik legfobb célja az volt, hogy behatéan megismerjiik az AIRE transzkripcids
faktor Osszefliggését lehetséges autoimmun betegségekkel. Mivel az AIRE funkcidja az
autoreaktiv timocitak kisziirése és torlése, a timusz zsiros elcsokevényesedését — mely
pubertaskorban kezddédik — kovetéen fiatal felndttkorban az expresszid helyileg
kimutathatatlan, igazolja azt a feltevést mely szerint az AIRE transzkripcios faktor mitkodése
a csecsemokorral van Osszefliggésben. Tovabba a timusz életkorhoz kothetd természetes
funkcidvesztése eredményezi azt, hogy az immunrendszer felndttkorra egy meglévd, a
tovabbiakban nagymértékben nem gyarapodo T-sejt repertoarral dolgozik, a naiv T-sejtek
termelése szignifikdnsan alabbhagy. Amennyiben tehat a genetikai alapu betegségkockazat
megléte bebizonyosodik azon tul, hogy ez Osszefliggést jelent az AIRE transzkripcids
faktorral, egyben Osszefliggést jelent a csecsemdkorral, ami a betegség patomechanizmusat 10
megvilagitasba helyezné. Az AIRE a negativ szelekcid alapjaul szolgald szoveti antigén
termelésért felelds. Amennyiben nem vagy nem kell6 mértékben termelddik, a centralis
tolerancia ezen 1épése hianyos lesz vagy elmaradhat, megemelve az autoreaktiv, naiv T-sejtek
klonalis talélését. A fentiekben ismertettem Lovewell és mtsai.-nak munkajat, melyben ketto,
az rs117557896, rs751032 16kuszokon talalhato AIRE-655G AIRE-230T allélpolimorfizmusok
alkotta genotipus esetében a promoter aktivitasa alig kimutathatd €s a negativ szelekcio
elmaradt. Amennyiben két allélpolimorfizmus megléte ilyen drasztikus expresszios
kiilonbséget képes eredményezni, elképzelhetd, hogy az AIRE promoéter régidjan
allélpolimorfizmusok sora és az azok 4&ltali haplotipusok egy személyre szabott AIRE
expresszios profilt hoznak 1étre. A populdcido egészét tekintve az esetek tobbségében ez
elegendd expressziot biztosit, viszont el6fordulhat olyan AIRE transzkripciot érinté haplotipus
kombinaci6, mely nem biztosit kelld6 mennyiségli AIRE fehérjét a szoveti antigének
expresszidjahoz, a negativ szelekcidé elmaradhat, mely az autoreaktiv, naiv T-sejtek klonalis
expanzidjahoz vezethet. Szamos autoimmun betegség kivaltd oka az autoreaktiv T-sejt
populécié, igy amennyiben az AIRE egy kulcsszereplé az immunoldgiai toleranciaban
elképzelhetd, hogy allélpolimorfizmus altal szamos autoimmun betegség kdzds nevezdje, oki
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tényezdje lehet, ennél fogva az AIRE szdmos autoimmun betegség kiindulopontja lehet.
Ennek kutatasahoz csecsemokori AIRE expresszids profil kialakitasara, haplotipus analizisre
lenne sziikség timusz szovetmintdkon, valamint a csecsemok élethossz-kohorsz utdnkovetése,
egy nagy elemszamu vizsgalatban kontroll ellenében. Tovabba mindemellett a centralis
tolerancia teljes szereplogardajanak vizsgélata adhatna egy részletesebb képet. Ilyen foku
komplex vizsgalatok kivitelezésére nem torekedtiink. Vizsgalatsorozatunk egyes Iépései
egymasbdl alakultak ki. Meta-analizislinkkel a vizsgalat legelején arra torekedtiink, hogy
meghatarozzuk a tudomany jelenlegi allasa szerint melyik az az autoimmun betegség, mely
leginkabb 0Osszefliggésbe hozhatdo az AIRE allélpolimorfizmusokkal. Publikacionk soran
miutdn meghataroztuk, hogy ez a reumatoid artritisz, azt tisztaztuk, mely
allélpolimorfizmusok melyik rasszt tekintve adnak szignifikdns Osszefliggést. A legnagyobb
populécié melyet bevonhattunk &zsiai volt, melyben meghatdroztunk RA-ra nézve az
rs2075876 lokusz A-allélja és a rs760426 G-allélja, illetve ezeket az allélokat hordozo
genotipusok — legyen homo- vagy heterozigdta — szignifikans Osszefliggésben allnak a
betegséggel, majdhogynem az Osszes genetikai modellt tekintve. Meta-analizisiink tehat
megallapitotta, mely allélpolimorfizmusok jelentenek kockéazatot 4zsiai populacidban RA-ra a
kozlemények 4allasa alapjan, 2018-ig bezardlag. Minekutdna bebizonyosodott, hogy az
allélpolimorfizmusok 0Osszefiiggésben 4llnak a betegséggel, ugyanakkor szignifikans
Osszefiiggést nem kaptunk eurdpai populaciora igy kivancsiak voltunk, l1étezik-e kockazatot
jelentd allélpolimorfizmus kaukazusi személyek kozott. Ennek hatasara megterveztik a
tovabbi 1épéseket, melynek soran in silico vizsgalattal 44 SNP-t detektaltunk az AIRE
régioban melyek potencidlisan hozzéjarulhatnak autoimmun kérkép kialakulasahoz. Ebbdl a
44-b3l valasztottunk ki kettét a DNS-k6to régiot kodolo SAND domén vizsgalatara: rs878081
¢s rs1003854 lokuszokat. Pilot vizsgalatunk elsddleges szerepe az Osszefiiggések keresése és
a vizsgalati mddszerek optimalizalasa volt. Eredményeink alapjan rs878081 ¢és rs1003854-es
lokusza szignifikans Osszefiliggést mutatott a betegséggel, a betegségkockazatot jelentd allél
hordozasa kockazatot jelentett vérsiillyedés és CRP emelkedésre. Kozleményiink elséként
hozta Osszefliggésbe rs878081 és rs1003854 16kuszok adta genotipusokat RA-val, tovabba
szintén elsOként sikeriilt Osszefiiggést talalni genotipusok és klinikai paraméterek (ESR ¢€s
CRP) kozott a betegpopulacioban. Azon RA betegek, melyek kettd kockazatot jelentd allélt
hordoztak az rs1003854-es 16kuszon, szignifikansan magasabb CRP-értékkel rendelkeztek
mind a recessziv (p=0,029), mind pedig a kodominans (p=0,043) genetikai modellben, mely
genetikai konstitucid egyben pozitiv korrelaciot is mutatott CRP-vel mind a két modellben
(p=0,002 és p=0,006). Ennek magyarazatara Bergstrém és mtsai.-nak vizsgalata adhat
magyarazatot. A betegség centralis szakaszaban alakul ki az iziileti tokban a gyulladasos
kornyezet, melynek soran fibroblasztszerii szinoviocita (fibroblast like synoviocyte, FLS)
sejtek kemokineket (CXCL10, CCL2, CCI5, CCL8) termelnek, a jelenlévé VCAM-1
tapasztaltak, hogy ha az AIRE expressziot kis, nemkdodold SiIRNS-sel némitjak FLS
populacidban, a sejtek 26x magasabb kemokin produkciét mutatnak szemben a nem
stimulaltakhoz képest, ahol kemokintermelés kimutathatatlan volt, vagyis az AIRE-némitott
FLS sejtpopulacio gyulladasi aktivitdsa magasabb volt. Allélpolimorfizmusok mint lattuk
nagymértékben hozzajarulhatnak az AIRE expresszidjadhoz, vagyis elképzelhetd hogy az
AIRE rs1003854 16kuszan a kockézati allélra homozigéta genotipus nagymértékben
csOkkentette az expressziot, mely évtizedekkel késdbb az FLS sejteken keresztiil kialakitott
egy kemokinekben gazdag kdrnyezetet autoreaktiv T-sejtek szamara. Ezt az is alatamasztja,
hogy a kemokinek (CXCL10, CCLS8 és CCL5) erésen asszocialnak CRP szintekkel.

Pilot studyt kovetden vizsgalatunkat kiterjesztettik tovabbi 3 lokuszra és 592 foére. A
genetikai expozicio és a betegség kozti dsszefliggés érdekében 6t 10kusz allélpolimorfizmusait
vizsgaltuk, melyek koziil a SAND domén 5-0s exonjaban talalhato rs878081, az 5-0s intron
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splice helyen talalhaté rs1003853 és a 7-es intron splice helyen talalhatdo rs1003854
szignifikdns pozitiv asszociaciot mutatott a betegségkockazattal abban az esetben, ha a
kockazatot jelentd allélra a genotipus homozigota (p=0.017, p=0.004, p=0.008). Két 16kusz
esetében (rs878081, rs1055311) pedig Osszefiiggés mutatkozott RA betegek genectikai
alcsoportjai és ESR valamint aCCP klinikai paraméterek kozott. Eredményeink alapjan az
rs1055311 lokusz allél- és genotipus-frekvencidja nem mutat szignifikans Osszefiiggést a
betegséggel, de korrelal az aCCP-szintekkel. Ez tobbek kozott azért fordulhat eld, mert az
allélpolimorfizmus episztatikus Uton, koztes valtozora hat, mely az autoantitest termelés,
vagyis egy koztes fenotipust hatdroz meg, mely allélpolimorfizmus igy kozvetleniil nincs
Osszefiiggésben a betegségkockazattal. Befolyasolhatja az autoreaktiv T-sejtek tulélését,
amelyek belsbleg eldsegitik az aCCP antitestek termelddését, jellemezve a betegség koztes
fenotipusat.

Mindezek betegségkockazat eredmények alapjan tehat ugy gondoljuk, hogy mind az exonok
szinonim, mind pedig splice régiok intronidlis allélpolimorfizmusai illetve az azok éaltal
kialakitott genotipus jelenlétében az AIRE expresszio kell6en alacsony ahhoz, hogy a szoveti
antigének expresszioja megvalosuljon, igy a kontroll aldél autoreaktiv timocitak
szabadulhatnak ki, melyek naiv T-sejtté alakulva a maésodlagos limfoid szovetekben
tobb iranyban triggerelik a patomechanizmust, egyrészt citokineket termelnek (IFN-y, 1L-17),
melyek késébb makrofdgokat idevonzva circulus vitioust fenntartva, masrészt autoreaktiv
CD4" T-sejtek az FLS sejtpopulacid expanzidjat okozza, melynek eredménye a heges
kotdszovet képzddése. Kockdzatot jelentd allélra homozigota egyének esetében elképzelhetd,
hogy genetikai kockazatbol addédé alacsony AIRE expresszid egy az atlagnal aktivabb
gyulladasos kornyezetet teremt, azaltal, hogy kemokinek széles spektruma termelédik AIRE
hianyaban az FLS sejtekben, melynek hatasara tovabbi citokinek, autoantitestek,
felgytilemlett immunkomplexek képzédnek.

Vizsgalatunk utolso 1épéseként ok-okozati Osszefiiggések mélyebb feltarasa érdekében in
silico elemeztiik a kockazati alléljaink molekularis kdvetkezményeit. Ennek soran azt talaltuk,
hogy az 5 16kuszbdl 4, melyek vagy a betegségkockazattal, vagy pedig a klinikai
paraméterekkel mutattak statisztikailag szignifikans Osszefliggést, transzkripcids faktorok
DNS kotémotivumainak szekvenciajaban foglalnak helyet és in silico adatok alapjan hatassal
lehetnek azok kotddési affinitdsara. A kapott eredményeket az alapjan valasztottuk ketté, hogy
a referencia (Ref) allél jelenlétében erdsebb-e vagy gyengébb a transzkripcios faktor kotodés
a DNS kotémotivum szekvencidjahoz, melyben az allélpolimorfizmus helyet foglal. A
transzkripcids fatumot nem minden esetben lehetséges meghatarozni, egy-két kivételtol
eltekintve erdsen kontextusfiiggdek. Azt talaltuk, hogy az exon 5-6s rs878081 és exon 6-0S
rs1055311 Ref all¢ljanak (C) jelenlétében gyengébben kotddik az NF-xB. Haljasorg és mtsai-
nak vizsgalata alapjan ennek a transzkripcios faktornak az erds affinitast kotédése az mTEC
DNS-hez sziikséges a negativ szelekcios AIRE expressziohoz a timuszban (35). Mindkét
l6kusz esetében a kockazatot jelentd allél a Ref C-allél volt, melynek homozigota genotipusa
asszocialt a betegségkockazattal rs878081 esetében és aCCP-vel rs1055311 esetében. Eset-
kontroll és in silico eredményeink alapjan elképzelhetének tartjuk azt a feltevést, hogy ezen
allél jelenlétében nem volt képes megfeleld affinitassal kotddni az NF-kB az mTEC DNS-
¢hez, melynek kovetkezménye az alacsony AIRE expresszio illetve az abbdl fakadd szoveti
antigén expresszio, mely eredményezhette a negativ szelekcid részleges vagy teljes
elmaradasat. Tovabbiakban az rs878081 esetében Ref allélhoz gyengébben kotddott YY1,
mely egy cink-ujj multifunkcios transzkripcios faktor, mely kontextus fliggben aktivator vagy
represszor. Az utobbira példa, amennyiben hiszton deacetilaz (histone deacetylase, HDAC)
jelenlétében  kotédik a  target promodter régiojahoz, transzkripcidos — repressziot,
kromatinkondenzaciot okoz. Nagysagrendekkkel gyengébben kotddik az intron 5-0s
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rs1003853 Ref (C) alléljgdhoz az AP-2 transzkripcids faktor, mely DNS-k6td doménjével
promoter €s enhancer régidkhoz kotodik, erds affinitasa transzkripcidt aktival. Ezen lokusz
Ref allélja jelenlétében, szintén gyengébben kotddik a Rad2l, melynek erds affinitasu
kapcsolodasa sziikséges a DNS-repairhez, kohezin-komplex része, mely segiti a
kromoszdmaszegregaciot meidzis és mitdzis alatt. Gyenge affinitdsu kotddése befolyassal
lehet ezeknek a funkcioknak a betdltésére (178). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az
rs105531116kusz Ref (C) alléljdhoz MZF1 transzkripcids faktor gyengébben kotddik,
melynek szerepe tobbek kozott a mieloid DC sejtek fejlédésének a biztositasa. Az intron 7-es
rs1003854 Ref (T) allélja esetében a GATA transzkripcids faktor csalad gyengébben kotddik
a DNS TF koté motivumahoz. A GATA alapvetd fontossadga a timocitak érésében, hatassal
van a [3-szelekciora és meghatarozzak a sejtvonalak elkotelez6dését a centralis toleranciaban
(180). Mivel ez az allélpolimorfizmus intronikus, elképzelhet6, hogy alternativ splicing
folyamatan lesz képes hatni az AIRE expressziora (181). A TF-ok koziil 1 kotddott erdsebben
a Ref allélhoz, ez pedig a p300 az rs1055311 C-alléljahoz. Hiszton acetil transzferaz (HAT)
enzimként acetilcsoportot transzportdl a hiszton molekuldk lizin oldallancara mellyel a
kromatint elektromos toltések kovetkezményeként relaxalja és elérhetdvé teszi a DNS-t RNS
polimeraz II (RNA pol II) szamara, vagyis transzkripciot aktival. In silico vizsgalatunk
eredményeként elmondhato, hogy az 5 lokuszbol 4 esetében a Ref allélt tartalmazdé DNS
kétdmotivumhoz szamos TF gyengébb affinitassal kapcsolodik, melyek koziil hangsulyosak
voltak azon transzkripcids faktorok, melyek alapvetden a génexpressziot hatirozzak meg,
elérevetitve ez uton is az AIRE allélpolimorfizmus-fiiggd expresszidjat ennek megfelelden
TRA-vezérelt negativ szelekciojat.

Eredményeink mellett vizsgalatainknak szamos limitacioja van. Legfébb limitacio, mely az
Osszefiiggés erdsségét negativan befolydsolhatta a korlatozott elemszam. Ebben elsddlegesen
a COVID-19 vilagjarvany miatti betegforgalom visszaesés jatszott szerepet. Masodlagosan
pedig a két korhaz nettd betegforgalma, mely 2019 és 2023 kozott ennyi RA beteg és kontroll
vizsgalatba kapcsoldsara volt képes. Egy vilagjarvannyal terhelt 4 éves mintagyljtési
idészakban ez volt az a maximum melyet a két korhaz biztositani tudott, mely teljesitményért
nem gyOziink halasak lenni a Harkanyi Termal Rehabilitacidos Centrum ¢€s a Hévizgyogyfiirdd
és Szent Andras Reumakorhaz fOorvosainak, orvosainak, novéreinek akik nélkiil ez a
vizsgalatsorozat nem valosulhatott volna meg. A vizsgéalatunkban résztvevok szdmanak
novelése jelentdsen emelte volna mind az Osszefliggések szamat mind pedig a statisztikai
szignifikanciat. Tovabbi korlatot jelent, hogy a vizsgalatba egy domén kodold régiot vontunk
be, melynek eredményei nem képesek atfogd betekintést nyujtani az AIRE funkcidjaba és
egyes allélpolimorfizmusok AIRE-re mért expresszids kovetkezményeibe. Elképzelésiink
szerint az Osszes domén kodold régidban talalhatod talalhatdo Osszes allélpolimorfizmus és
AIRE-partnerek genomszintli elemzése ¢és eredményei nem adnanak értékelhetd
eredményeket anélkiil, hogy azokat izolaltan, egymadstol elkiilonitve ne vizsgdlnank meg,
melynek folytatasa jovébeli terveink kozé tartozik. Tovabbi limitacid, hogy az AIRE mRNS-
expresszigjat nem allt modunkban vizsgalni, mely nagymértékben hozzjarult volna az allél-
illetve a genotipusfiiggd transzkripcios kdvetkezmények jobb megértéséhez. Jovobeli terveink
kozott szerepel az RA ¢és a centralis tolerancia kozotti kapcsolat, valamint az AIRE partnerek
szerepének atfogobb megértése tovabbi genetikai asszocidcios vizsgalatokon a fennmaradé 11
intronikus és 12 exonikus kodol6 szekvenciara vonatkozodan.

6. UJ EREDMENYEK
Vizsgéalatunk Osszességében 6 részbdl allt. Els6ként azsiai populécidkban az rs2075876 ¢és

rs760426 16kuszokon 1évé allélpolimorfizmusok meta-analizisét végeztiik el. Itt 2018-ban
els6ként hataroztunk meg, hogy az rs2075876 kockazatot jelentd A-allélja valamint rs760426
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kockazatot jelentd G-allélja illetve az altaluk meghatarozott genotipusok és genotipus
csoportok statisztikailag szignifikans Osszefiiggést mutattak RA-val, kizardlag azsiai
populacidban. Ezt az 6sszefliggést kutatdcsoportunk publikalta eldszor.

Kovetkez6 1épcsdként MAF allélfrekvenciak alapjan meghataroztunk 44 olyan SNP-t, melyek
potencialisan vizsgalhatdak eurdpai, kaukazusi populaciokban melyekbdl kettdt, rs§78081 és
rs1003854-t kivalasztva elvégeztiik pilot vizsgalatunkat, melynek végére elséként hataroztuk
meg, hogy az rs878081 és rs1003854 kockazatot jelentd alléljai és genotipusai statisztikailag
Osszefiiggnek betegségkockazattal illetve ESR ¢és CRP klinikai paraméterekkel. Europai
populacidban elséként kutatocsoportunk pilot vizsgalata elemezte az allélpolimorfizmusok ¢€s
RA, valamint klinikai paraméterek kozotti 6sszefiiggést hat kiilonb6zo (allélikus, dominéns,
recessziv, kodomindns hetero- és homozigota) genetikai modell alapjan.

Az addigi eredmények alapjan kovetkezd vizsgalatunk elemszamat 529 fore és 16kusz-
allomanyat 3 tovabbi pozicidra kiterjesztve, azt az eredményt kaptuk, hogy az 6t kivalasztott
10kuszbol az rs878081 és rs1003853 kockazati C- valamint rs1003854 T-all¢lja illetve azok
genotipusai statisztikailag szignifikdns Osszefiiggésben allnak RA betegségkockazattal.
Klinikai paraméterek koziil ESR statisztikailag szignifikans asszociaciot és az aCCP pedig
korrelaciot mutatott a kockazatot jelentd C-allélra homozigdta genotipussal az rs878081 ¢és
rs1055311 esetében.

Vizsgalatsorozatunk utolso 1épéseként in silico elemeztiik az egyes allélpolimorfizmusok adta
transzkripcidos kovetkezményeket, melynek sordn elséként hataroztuk meg 7 kiilonbozd
transzkripcids faktor viselkedését kockazatot jelentd allélpolimorfizmus jelenlétében. Ezek
koziil egyezményesen kijelenthetd, hogy a kockazatot jelentd SNP-k jelenlétében 7-bdl 6 TF
gyengébben kotddik a DNS kotémotivumhoz, melyek koziil 4-bél 2 SNP az NF-kB gyengébb
kotddését mutattak, mely a neonatdlis negativ szelekcid sordn felelds a TRA expressziot
biztositdé AIRE transzkripcioért. Eredményeink alapjan az egyik lehetséges kovetkezmény a
kockazatot jelentd allélok jelenlétében az NF-kB gyengébb kotddése, igy a neonatalis negativ
szelekcid soran nem termelddik megfeleld mennyiségli AIRE illetve TRA, mely eldirdnyozza
az autoreaktiv timocitdk lehetséges klonalis tulélését, megteremtve ez altal autoimmun
betegségek, koztiik RA kialakuldsanak kezdeti immunologiai talajat.
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