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1. Bevezetés

A spondylitis ankylopoetica (SPA), a gyulladdsos reumatoldgiai kérképek kozé
tartozd, jellegzetes genetikai meghatirozottsdggal és klinikai sajatossdgokkal bird
betegségcsoport, a spondylarthropathidk vagy spondylarthritisek (SpA) jellegzetes
képviseldje. (Itt jegyezzilk meg, hogy az angolszdsz nomenklaturanak megfeleléen a
spondylarthropathia csoport elfogadott roviditése az "SpA", ellentétben az "SPA"-val, amely
magat a spondylitis ankylopoeticdt jelenti.) Annak ellenére, hogy a betegség etiologidja
pontosan nem ismert, kornyezeti tényez0k és genetikai faktorok egyiittes hatdsat feltételezik a
hattérben.

A csalddi halmozddéas az SPA jellegzetessége és ez a genetikai faktorok szerepét
sugallja a betegség kialakuldsdban. Erre utal, hogy SPA-s betegek csalddjaban tovabbi SPA-s
esetek tobbnyire a humdn leukocita antigén B27 varidnsidt (HLA-B27) hordoz6 rokonok
korében fordulnak eld. SPA-s ikervizsgélatok koziil egy finn tanulmanyban a konkordancia
50% volt az egypetéjii ikrek kozott, 15% a kétpetéjli és 20% a HLA-B27" kétpetéjli ikrek
kozott. Egy Nagy-Britannidban végzett vizsgalatban ezen értékek a fenti sorrendben 75, 12,5
€s 27%-nak adédtak. A konkordancia ardnyok monozigéta €s dizigéta ikrek kozott észlelt
kiilonbségei valéban a genetikai faktorok alapvetd szerepét mutatjdk az SPA iranti
fogékonysédgban.

Az SPA és a HLA-B27 kapcsoltsdgdnak magyardzatdra két alapvetd elmélet ismert. A
receptor tedria azt feltételezi, hogy bizonyos T sejt receptorok képesek felismerni az idegen és
sajait MHC peptidek komplexét, de ez a feltételezett patogén peptid egyeldre nem ismert. A
molekuldris mimikri hipotézis viszont arra vonatkozik, hogy mikroorganizmusok melyek
részben hasonléak, vagy keresztreagilnak a HLA molekuldkkal, antigén tulajdonsagu

alkotéelemek lehetnek. Az utdbbi hipotézis kapcsdn elsOsorban Klebsiella és Yersinia



antigének szerepe vetddott fel, de az ennek megfeleld patogén mikroorganizmust eddig még
nem sikeriilt kimutatni SPA-s betegekben.

A gének szerepét tekintve, a major hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) 6nmagaban
nem elégséges az SPA 0Oroklodésének magyardzatira. Amig a kaukdzusi SPA-s
betegpopuldcié tébb mint 90%-a HLA-B27", addig a populacié HLA-B27" tagjainak csupan
<5%-aban alakul ki SPA. A HLA-B27 6sszességében az SPA irdnti genetikai fogékonysagnak
csak mintegy 20-50%-aért felelés. Kovetkezésképpen — kiterjedt vizsgadlatok vannak
folyamatban, amelyek mds, nem MHC jellegii genetikai faktorok azonositdsdra irdnyulnak.
Maig tucatnyi kromoszomalis régidt, vagy géncsoportot hoztak Osszefiiggésbe az SPA iranti
fogékonysdggal.

A nem MHC gének szerepét génkapcsoltsdgi vizsgalattal ("linkage analizissel"), a
teljes genom sziirésével ("genome-wide screening") vagy kandiddns gén asszociicids
vizsgalatokkal igyekeznek feltérképezni. Ezen I16kuszok koziil néhanyat egymadstdl
fliggetleniil tobb kutatocsoport is egybehangzdan lefrt, igy ezek patogenetikai jelentosége
valészintsithetd. Ilyen pl. az interleukin-1 (IL-1) géncsoport tobb tagja, melyek a 2.
kromoszoma hosszd karjan taldlhatok. Mas gének, mint pl. az ARTS1 (Aminopeptidase
Regulator of TNF receptor Shedding; masik elnevezése: Endoplasmic Reticulum-associated
Aminopeptidase 1; ERAP1) és az IL-23 receptor (IL-23R) gének szerepére a kdzelmdiltban
mutattak r4 a Wellcome Trust Case-Control Consortium (WTCCC) kutatécsoport keretein
beliil. Ebben a nagyméretli, a teljes genomot elemzd vizsgdlatban hét gyakori korkép
génasszocidcios vizsgalatat végezték el, 0sszesen 14000 eset mintdin. Mindent egybevéve
azonban még mindig joval kevesebb informdicidval rendelkeziink az SPA és mds SpA-k
genetik4jat illetéen, mint pl. a rheumatoid arthritis esetében.

Az egyre novekvd mennyiségli, a genetikai faktorokra vonatkozé adat ellenére, az

SPA multifaktoridlis betegség, ahol a gének és kornyezeti faktorok ,konspirdcidja” vezet a



jol ismert klinikai tiinetek kialakuldsdhoz. Ezek lehetnek mind szkeletdlis (axidlis és
oligoartikuldris) és extraszkeletdlis manifeszticidk (uveitis, gyulladdsos bélbetegség, cardialis
és pulmonalis érintettség, stb.), melyek megfeleld kezelés nélkiil végs6soron rokkantsigot
eredményezhetnek és az életkilatasokat is veszélyeztethetik.

Jelen munkdnkban el6szor irodalmi adatok és sajat kordbbi eredményeink alapjan
osszefoglaljuk az SPA genetikai hatterére vonatkoz6 jelenlegi, mind humén, mind
allatkisérletes vizsgdlatok sordn nyert ismereteinket. Ezt kovetdéen sajit, az SpA
allatmodelljébdl szarmazd kisérletes adatainkat mutatjuk be. Reményeink szerint munkdnk
hozzajarul a SpA-k kialakuldsdnak jobb megértéséhez és ezaltal tjabb lépéseket tehetiink a

betegség lekiizdése irdnyaban.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A HLA-B27 és mas MHC gének pathogenetikai szerepe
2.1.1. A HLA-B27 jelentosége

A HLA-B27 és az SPA kozétti asszocidciot eldszor az 1970-es évek elején irtdk le.
Mint lattuk, a HLA-B27 prevalencidja az atlagpopuldcidban 6-8%, az SPA-s betegek korében
viszont >90%. A masik oldalrél megkozelitve a kérdést, amig az SPA a HLA-B27" egyének
1.2-1.3%-aban alakul ki, addig az SPA-s betegek elsd foki HLA-B27" rokonainak 15-21%-
dban. A HLA-B27" mono-, és dizigbta ikreknél a konkordancia ardnya 63% illetve 23%.
Mindezek alapjan megbecsiilve, a HLA-B27 SPA-ban a genetikai riziké mintegy 20-30%-aért
felelds.

Bar nem kétséges, hogy a HLA-B27 az SPA {6 szuszceptibilitisi génje, annak
mechanizmusa, hogyan jon létre a betegséget kivaltd hatds, teljesen még ma sem tisztazott. A
SpA minden manifeszticidja kivalthaté HLA-B27 transzgén patkdnyokban, ami a gén
kozvetlen szerepét mutatja a betegségre valé fogékonysdg szempontjabdl. A 25 ismert HLA-
B27 alléltipus koziill a HLA-B*2705, a kaukdzusi populdcioban meghatarozé allél lehet az
eredeti allél, és minden mds allélforma valésziniileg a HLA-B*2705-bdl szarmaztathato,
muticidk révén. Az allélmuticiok legnagyobb része a varidbilis régiot érinti, ami felerdsiti a T
sejt receptorok €s antigenikus peptidek kozti kolcsonhatast. Bar a tobbi HLA-B27 allél koziil
csaknem mindegyiket dsszefiiggésbe hoztdk a SpA kialakuldsaval, a HLA-B*2706 és a HLA-
B*2709 allélvaridnsok, melyek Dél-Kelet Azsidban illetve Szardinidn fordulnak elo, nem

mutatnak asszocidciot a betegséggel.



2.1.2. Egyéb HLA-B allélek

a HLA-B60, HLA-B35 és HLA-B39 valdszintileg csekély szerepet jatszanak a betegség

kialakulasaban.

2.1.3. A HLA-B molekuldk szerepe az antigénprezentdcioban

Mint lattuk, a kornyezeti tényezok koziil elsdsorban a bakteridlis antigéneknek
tulajdonitanak jelentdséget a SpA kifejlddésében. Ami az antigénprezentaciot illeti, az SpA
irdnti fogékonysagban szerepet jatsz6 HLA-B molekuldk szerkezetében a 45. poziciéban levd
glutaminsav és a 67. pozicidban taldlhaté cisztein valdszintleg alapvetd jelentdségliek, miutdn
ez az aminosav-mintdzat hidnyzik a SpA-ra nem hajlamosité alléltipusokbdl. Ezen szerkezeti
jellegzetességen alapuld funkciondlis tedridk lattak napvildgot. Az “‘arthritogén peptid”
elmélet 1ényege, hogy a jellegzetes molekuldris struktira teszi lehet6vé specifikus peptidek
prezentalasat, melyek autoimmun valaszt eredményeznek. A “kdrosodott felgombolyodas”
(impaired folding) tedria szerint diszulfid hidak képzddnek a 67-es pozicidoban 1évo két

cisztein kozott, ami a molekuldk megvaltozott intracellularis transzportjat eredményezi.

2.1.4. Egyéb MHC gének lehetséges szerepe

HLA-B allélektd]l kiilonboz6 MHC gének is szerepet jatszhatnak az SpA-k
kialakuldsdban. Ezen gének kozott valdszintileg vannak MHC-II osztdlyd allélek (HLA-DR
gének), a tumor nekrdzis faktor-o (TNF-a) génjei, komplement gének, valamint néhdny gén,
amelyek az 1. osztdlyd MHC révén torténd antigén prezentdldsban vesznek részt (pl. TAP,
LMP2, LMP7). Sajnos a HLA-B27 meghatarozé szerepe nagyban befolydsolja a tobbi gén
szerepének értelmezését, mivel ezen genetikai asszocidcidok valdszinilileg csak az emlitett

16kuszok és a HLA-B27 kozotti kapcsoltsagra vezethetdk vissza ("linkage disequilibrium").



Ezen gének koziil egyediil a HLA-DR4 direkt additiv szerepét erdsitették meg SpA-s betegek

HLA-B27" rokonaiban.

2.2. Nem-MHC allélek SPA-ban

Miutdn, mint lattuk, a HLA-B és egyéb MHC allélek az SpA-k genetikai
meghatarozottsdganak csupdn egy kisebb hanyadat képezik, nyilvanvald, hogy egyéb nem
MHC-hez kotott ("non-HLA") gének is felelosek a betegséggel szembeni fogékonysagért.

Ezen genetikai asszocidciok vizsgélatdra kiilonb6z6 méodszerek alkalmasak.

2.2.1. Kapcsoltsagi vizsgdlatok

Genetikai kapcsoltsdg ("linkage") 4ll fenn amikor egy kandiddns gén és egy masik
ismert 16kusz nagyon kozel van egymdshoz, aminek kovetkeztében a két 16kusz egyiittesen
oroklodik. Ilyen kapcsoltsagi vizsgalatokat lehet végezni nagy csalddokban, ahol egy adott
betegség tobb csalddtagot érint. Ezekben a vizsgdlatokban az eredményeket tn. nem-
parametrikus kapcsoltsagi értékként ("non-parametric linkage score"; NPL) adjdk meg, amit
aztin LOD (logarithm of odds) érték formdjaba konvertdlnak. Anélkiil, hogy a LOD
szamitasdnak részleteit ismertetnénk, magas LOD értékek (LOD>3.6) szignifikdns

z "

asszocidciora utalnak, mig a "szuggesztiv"' LOD>2.2 érték valdszinli kapcsoltsdgot jelez.

Az SPA-ra val6 hajlammal kapcsolatosan négy nagy humdn kapcsoltsagi vizsgdlat
tortént. Az Eszak-Amerikai Spondylitis Konzorcium (NASC) tanulmanyéban 185 csaldd 255
betegség dltal érintett testvérparat vizsgaltdk. A legmagasabb szignifikancidju asszocidcidkat
természetesen a 6. kromoszéman taldlhaté6 MHC 16kusz (LOD=15.6), valamint egyetlen, a 16.
kromoszoman elhelyezkedé non-HLA 16kusz (LOD=4.7) mutatta. Més, az 1., 3., 4., 5., 10.,

11., 17. és 19. kromoszéman kimutatott I6kuszok szuggesztiv LOD értékkel rendelkeztek. A

francia SPA genetikai kohorszban (French AS Genetics Cohort; GFEGS) 180 csaladot



vizsgéltak 244 érintett testvérparral. Itt szintén az MHC régié mutatta a legerdsebb
kapcsoltsdgot. Ugyancsak ebben a vizsgdlatban a 9. kromoszéma rovid karjdnak egy régidja
szignifikans asszocidciot mutatott az akut anterior uveitisszel, de az SPA-val nem. Két oxfordi
vizsgélat szintén megerdsitette a kapcsoltsigot az MHC régidval, és szuggesztiv szintl
kapcsoltsdgot mutatott a 2., 3., 9., 10., 11., 16. és 19. kromoszémakon elhelyezkedd
16kuszokkal.

A négy tanulmdany és tovabbi kisebb vizsgilatok alapjan végzett nagy metaanalizis
szolgaltatta a legegyértelmlibb bizonyitékot a 6. kromoszoméan 1évé MHC-val valé
kapcsoltsdgrél. Tovabbi erds kapcsoltsagot figyeltek meg a 10. és 16. kromoszémakon
elhelyezkedd 16kuszokkal, illetve mérsékelt kapcsoltsagot taldltak a 2., 3., 4., 5., 6., 11. és 17.
kromoszémdk egyes l6kuszaival.

Néhany emlitett 16kusz Osszefliggést mutatott a betegségaktivitdssal és a funkciondlis
karosodds mértékével is. Amig az MHC régid ezen paraméterekkel nem mutatott
kapcsoltsagot, a 18. kromoszdman 1évo régiok szignifikdns asszociaciét mutattak a BASDAI
értékkel. Ezen tdlmenden a 2. kromoszéma hosszi karjanak egyes régidi szuggesztiv

kapcsoltsagi szintet értek el a BASFI funkciondlis index tekintetében.

2.2.2. Kandiddns gén asszocidciok

Az IL-1 géncsaldd vonatkozdsdban szdmos, részben ellentmondé adat sziiletett. Ez a
génkomplexum a 2. kromoszéman helyezkedik el és az IL-l1a (/IL-1A), IL-1B (IL-1B), 1L-1
receptor antagonista (IL-/RN), valamint mds jarulékos géneket (ILIF5, ILI1F10) tartalmaz. Ez
a géncsoport megfelel a fentebb emlitett kapcsoltsagi vizsgdlatok dltal a 2. kromoszéman
azonositott génszakasznak. Az IL-la és IL-1B proinflammatorikus citokinek, melyeket
elsdsorban monocitdk és makrofigok termelnek. Ezek stimuldlni képesek mds gyulladdsos

medidtorok felszabaduldsat, beleértve a prosztaglandinokat, matrix metalloproteindzokat és
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mds citokineket, valamint eldsegitik kiilonbdzd adhézids receptorok expresszidjat is. Az IL-1
receptor antagonista (IL-1Ra) kompetitiv médon gatolja az IL-la és IL-1B kotodését
receptordhoz és igy kivédi ezen citokinek proinflammatorikus hatdsait. Amig kisebb korai
vizsgalatok felvetették az SPA és az IL-1Ra-t kédolé ILIRN gén kapcsolatat, késébb nagyobb
tanulmanyok ezt nem tudtik megerdsiteni. Késobb néhany kisebb vizsgilatban és egy
kozelmultban publikalt metaanalizisben kimutattdk az IL/RN gén 2. intronja VNTR (variable
nucleotide tandem repeat) polimorfizmusdnak gyakoribb expresszidjat SPA-s betegekben,
egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Ezen feliil, két, az ILIRN gén 6. exonjdban kimutatott
egy nukleotidot érintd polimorfizmus (single nucleotide polymorphism; SNP) szintén
asszociaciot mutatott SPA-val. Mas gének vonatkozdsaban az IL-1 csalddon beliil, az IL-/A és
IL-1B génekben Osszesen 14 SNP esetében irtdk le az SPA-val val6 szignifikdns asszociéciot.
Ezen SNP-k koziil az IL-1A gén rs3783526, valamint az IL-1B gén rs1143627 polimorfizmusa
mutatta a legerdsebb asszocidciot. Mas vizsgdlatokban az IL-1A gén 152856836, rs17561 és

r$1894399 polimorfizmusait is Osszefiiggésbe hoztdk az SPA kialakuldsaval.

2.2.3. Genom szintii vizsgdlatok

Amint azt kordbban mar emlitettiik, a WTCCC konzorcidlis kutatdcsoport két uj
16kusz, az IL-23R és ARTSI esetében talalt erds asszociaciét az SPA-val. Az IL-23R-nak
szerepet tulajdonitanak a RA, psoriasis, és gyulladdsos bélbetegségek (elsdsorban Crohn-
betegség) patogenezisében. Az IL-23 erdteljes hatdsi proinflammatorikus citokin, mely
stimuldlja a fenti kérképek patogenezisében ugyancsak kiemelt szerepet jatszé Th17 sejtek
képzddését, valamint mas citokinek, igy a TNF-q, IL-6, IL.-17 és IL-22 termelddését. Az IL-
23R fehérje génje az 1. kromoszoman helyezkedik el. A Crohn betegségre és psoriasisra vald
fogékonysag az rs11209026 SNP-vel mutat asszociaciét. Emellett az rs7530511 SNP-t szintén

Osszefiiggésbe hoztdk a psoriasissal. Az emlitett SNP-k mellett az rs10889677 és rs2201841
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polimorfizmusoknak szintén szignifikdnsan magasabb az el6forduldsi gyakorisiga Crohn
betegségben. A kozelmultban erdsitették meg, hogy az rs10889677 és rs2201841 SNP-k
nemcsak a Crohn betegséggel, hanem a RA-szel is Osszefiiggést mutatnak. Az emlitett
WTCCC kutatécsoport Osszesen 8 IL-23R SNP-t genotipizalt 1000 SPA-s beteg és 1500
kontroll személy vizsgalata soran. Ebbdl a 8 SNP-bdl 7 mutatott asszociacidt SPA-val. Ezen
beliil er6sen szignifikdns Osszefiiggést taldltak az rs11209032, rs11209026 és rs10489629
SNP-k esetében. Az IL-23R génpolimorfizmus és SPA kozotti asszocidcidkat nemrégiben egy
spanyol vizsgélat is megerdsitette. Az IL-23R gén az SPA-ra valé fogékonysag populécié
szintli rizikdjanak 9%-aért felelOs.

Ami az ARTSI-et illeti, ez a fehérje az endoplazmds reticulumban taldlhatd
aminopeptiddz. Az ARTS1 (ERAP1) tobb citokin, igy a TNF-a (TNF-R1), IL-1 (IL-1R2) és
IL-6 (IL-6Ra) receptorait hasitja le a sejtfelszinrdl. Az ARTSI1 az antigén peptidek
feldolgozasdban is szerepet jatszik, melynek sordn az antigén prezentdlashoz optimalis
hosszusagi peptidszakaszok keletkeznek. Az ARTSIl-et koédolé6 harom gén az 5.
kromoszoman helyezkedik el. A WTCCC tanulmanyban, majd utinkovetéses vizsgdlatokban
5 SNP, az rs27044, rs30187, rs17482078, rs10050860 és rs2287987 esetében talaltak
asszocidciot az SPA-val. Ezzel szemben egyetlen SNP sem mutatott Osszefiiggést a
gyulladdsos bélbetegségekkel. Ez alapjan az ARTSI1 valdsziniileg nem minden SpA
patogenezisében jdtszik szerepet, hanem hatdsai SPA-ra specifikusnak tiinnek. Az ARTSI gén

az SPA teljes genetikai rizikdjanak 26%-aért tehetd feleldssé.

2.2.4 Egyéb gének meg nem erdsitett asszocidcioi
Mint lattuk, az IL-1 géncsaldd, az IL-23R és ARTS1 géneknek a betegséggel vald
asszocidcidja tobb nagy vizsgalatban is meger0sitést nyert. Egyéb, kisebb vizsgilatok mas

gének lehetséges szerepét is felvetették SPA-ban.
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A citokrom P450 CYP2D6 gén 22. kromoszomén elhelyezkedd néhdny allélje
esetében gyenge asszocidciot taldltak SPA-val. Ellentmonddsosak az adatok a transzformald
novekedési faktor-B (TGF-B), ANKH és Toll-like receptor 4 (TLR4) gének vonatkozdsaban.
tanulmanyokban ezt nem tudtdk megerdsiteni. Kordbbi vizsgalatok azt is valdszinisitették,
hogy az IL-10 allél egyes polimorfizmusai véd0 hatdsiak lehetnek a reaktiv arthritis
kialakuldsaval szemben, de SPA vonatkozdsdban ilyen Osszefiiggést nem talaltak. Végiil, a
NOD2/CARD15 muticidkat kapcsolatba hoztdk a Crohn betegséggel, azonban szamos

tanulmdny alapjan SPA-ban hasonl6 asszociacié nem keriilt megerdsitésre.

2.3. SpA allatmodellek és alkalmazasuk genetikai vizsgalatokban
Az 4allatmodellek nélkiilozhetetlen segitséget jelentenek a humdn autoimmun-
reumatogiai betegségek kutatdsa szempontjabol. Mig azonban a RA-nek szdmos elfogadott
allatmodellje 1étezik, az emberi SPA vizsgalatara csak joval kevesebb jol alkalmazhat6
modell alkalmas. Az ank/ank egerekben egy funkcidvesztést eredményezd mutacié érinti az
ank gént és ezen éllatokban progressziv SpA fejlédik ki, mely a human SPA-hoz hasonld,
annak ellenére, hogy az ank gén sem emberben, sem egérben nem jatszik szerepet autoimmun
folyamatokban. A SpA-k tovabbi modelljei kozott emlitheték a HLA-B27 transzgén
rdgcsdlok, a mutdns IX. tipusd kollagént vagy a TNF-a “csonka” formajat expresszald
transzgén egerek.
Munkacsoportunk évek o6ta folytat vizsgélatot a proteoglikan-indukdlt spondylitis
(PGIS) egérmodellel. Jelen kutatdsaink sordn is ezt az dllatmodellt alkalmaztuk. Mint a
tovabbiakban részletesen ismertetjiik, a PGIS modell szintén hasznos adatokat szolgéltathat a

genetikai hattér és pathomechanizmus vonatkozasaban.
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2.4. Korabbi vizsgalatok a PGIS modellben

Fogékony egértorzsekben polyarthritis é€s spondylitis indukdlhaté human porc
proteoglikannal (PG) torténé immunizalassal. A PGIS klinikai és radioldgiai szempontbdl sok
hasonlésdgot mutat a humin SPA-val. A PG-indukalt arthritisre (PGIA) és PGIS-re val6
fogékonysag elkiiloniilése kevert genetikai hattér esetében arra utal, hogy a PGIA és a PGIS
két hasonlé pathomechanizmust, de kiilondllé betegség. Kovetkezésképpen ez a modell
lehetévé teszi a SpA-k etiologidjaban szerepet jatszé genetikai Osszetevok vizsgalatat,
fliggetleniil a PGIA-re valé hajlamot meghatarozé tényezoktol.

PG aggrekdnnal torténd szisztémds immunizéldssal PGIS-t hoztunk 1étre fogékony
BALB/c és C3H/HelJCr (C3H) egerekben, valamint ezeknek DBA/2 (arthritis és spondylitis
rezisztens) és DBA/1 (csak kollagén indukalta arthritisre [CIA] fogékony) torzsekkel
Iétrehozott F1 és F2 generdcidiban. Csaknem minden PG-vel immunizdlt BALB/c és C3H
egér esetében (97-100%) periférids arthritis fejlodott ki 2 héttel a 3. antigén injekcidt
kovetden. Az érintett iziileteket hisztoldgiailag massziv gyulladadsos sejtes infiltracid, pannus
képzddés, valamint a porc- és csonterosiok kialakuldsa jellemezte. Sem a DBA/1 vagy DBA/2
sziilok, sem a (DBA/2 x BALB/c) F1 hibridek esetében nem alakult viszont ki arthritis a 14-
18 hetes kisérleti periodus alatt.

A PG immunizédlt BALB/c ill. C3H egerek 62-70%-aban fejlodott ki spondylitis. Ezzel
szemben csak enyhe (1-2 porckorongot involvélé peridiscitis) és sporadikus csigolya
érintettséget észleltink a PG + dimethyldioctadecylammonium bromiddal (DDA-val)
immunizilt DBA/2 torzs néhany allata esetében (4%). A PG-vel vagy human II. tipusd
kollagénnel (CII) immunizdlt DBA/1 egerekben egydltalin nem alakult ki spondylitis. A
spondylitis incidencidja €s silyossidga nagyban hasonlé volt mindkét PGIS fogékony sziil6i

torzs (BALB/c és C3H) esetében.
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Legdjabban egy Kkiterjesztett longitudindlis vizsgédlat, mely in vivo ProSense és
OsteoSense modszert alkalmazott rontgen vizsgdlattal aldtdmasztva, ill. késdbb
hisztopatoldgiai vizsgalatot haszndlva arra utal, hogy a DBA/2 egerek fogékonyak a
spondylitisre, de az arthritisre nem (szerzok nem publikalt megfigyelése).

Annak ellenére, hogy a BALB/c x DBA/2 keresztezés F1 hibridjei teljesen
rezisztensek voltak PGIA-ra nézve, varatlanul tobb mint 30%-uk esetében alakult ki PGIS.
Ezzel ellentétben a (BALB/c x DBA/1) F1 egerekben egyaltalan nem alakult ki spondylitis.
Ennél is meglepdbb volt, hogy a BALB/c x DBA/2 keresztezés F2 genericidja (PGIS
érzékeny versus rezisztens) és a (BALB/c x C3H) F2 egerek (két PGIS érzékeny sziil6i torzs)
hasonléan magas spondylitis incidenciat (63-70%) és sulyossdgot mutattak, mig a (BALB/c x
DBA/1) keresztezés egyetlen F2 hibridje sem mutatta gerincérintettség jeleit.

Ez a megfigyelés anndl is inkdbb vératlan volt, mivel mindkét keresztezés (BALB/c x
DBA/2 és BALB/c x DBA/1) F2 generacidja hasonlé PGIA incidenciat és sulyossigot
mutatott azonos protokoll szerint immunizdlva. Ezek a megfigyelések azt sugalltak, hogy a
DBA/1 torzs val6sziniileg igen erds protektiv gént, vagy géneket hordoz a spondylitis
tekintetében, mig a DBA/2 genom erds supportiv gént, vagy géneket kell hordozzon, amelyek
"némak” (“inaktivak’) az eredeti DBA/2 torzsben.

A BALB/c és DBA/2 torzsek ugyanazt a H2-d allélt hordozzédk. Ez azt mutatja, hogy
az MHC onmagdaban (pl. a DBA/2 torzsben) nem elégséges a PGIA-re valo fogékonysig
meghatdrozdsdban, de elOsegiti a PGIS kialakuldsit. Ezt tdmasztottdk ald a (BALB/c x
DBA/1) F2 generécidval kapcsolatos megfigyeléseink, ahol az immunizélt egerek kb. 25%-a

homozigéta volt a H2-d allélre nézve, de egyetlen F2 hibridben sem alakult ki spondylitis.
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3. Anyag és médszer

3.1. Kisérleti allatok, antigének, immunizalas

A National Cancer Institute (NCI)-t6l szarmaz6 néstény BALB/C és him DBA/2
egereket keresztezve nyertiik az F1, majd azokat keresztezve az F2 generdcidt. A kisérleteket
a chicagoi Rush Egyetem Orvosi Kozpontjanak Allatgondozéi és Felhasznaléi Bizottsigénak
jovahagyasaval végeztikk. A kiilonboz6 kisérleti egércsoportokat azonos, csiramentes
koriilmények kozott tartottuk. A kisérleti 4allatokat 12 hetes korukban immunizéltuk
intraperitonealisan (ip) adott 100 ul steril PBS-ben (0,15M NaCl, 0,01M kaliumfoszfat, pH
7,4) oldott 100 pg PG proteinnel és 1 mg dimethyldioctadecylammonium bromiddal (DDA,;
Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA), a standard protokollt kdvetve. Az egerek Osszesen 4
injekciot kaptak 3 hetente (0.,21.,42., és 63. nap) és a 4. PG injekcidt kovetéen 3-4 héttel

keriiltek ledlésre (84-91. nap kozott).

3.2. Klinikai és immunolégiai fenotipusok

A kisérleti allatok gerincét a k6zEépso nyaki szakasztdl a lumbdlis szakasz disztdlis részéig
kipreparaltuk, fixaltuk (10% formalin), dekalcifikaltuk, majd paraffinba dgyazva késziiltek a
szovettani metszetek. A metszeteket hematoxilinnal és eozinnal festettiik meg hisztopatoldgiai
vizsgalat céljara. A PGIS sulyossdganak jellemzése a szovettani eltérések alapjan volt
lehetséges, a kordbban kozolt pontozasi rendszer alapjan:

1. stadium (pontérték: 1): az enthesitis, gyulladdsos sejtes infiltrici6 az

intervertebralis discus koriil (discitis), és/vagy az anulus fibrosis infiltricidja

1. stdadium (pontérték: 2): a porckorong kevesebb, mint 50%-4nak felszivddasa

II1. stadium (pontérték: 3): a porckorong csaknem teljes reszorpcidja (50-100%)

1V. stdadium (pontérték: 4): ankylosis
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Egerenként atlag 18 intervertebrdlis discust (IVD) értékeltiink. Végiil minden allat
esetében egy un. spondylitis index (SPI) értéket szdmoltunk ki elosztva a pontérték Osszegét
az értékelt porckorongok szdmdval (SPI: kumulativ pontérték az adott metszet esetében /
vizsgalt porckorongok szdma), tekintve, hogy az egyes metszetek technikai okokbdl nem
pontosan azonos szamu porckorongot jelentettek. Ezen tdlmenden egy specidlis, tn. ,.kés6i
kezdeti” spondylitis score (SPI;s) is meghatarozasra keriilt. az SPI; g 1-es értéket kapott, ha
legalabb egy IVD 1-es sulyossigi pontértéket ért el. Egyébként a progressziv spondylitist
mutat6 egerek SPI;g értéke O lett, ha a porckorongok elérehaladott silyossdgu spondylitisnek
feleltek meg (SPL: 2,3,4,). Az antigén (PG)- specifikus T sejt proliferdciot 3H—thymidin
beépiilés mérésével hataroztuk meg, a 1épsejteket 50 pg PG protein/ml hozzdaddsdval
stimuldlva. A méréseket négy parhuzamos mintdban végeztiik (3x10° sejt/lyuk, 96 lyukud
tenyésztdlemez). Az antigén indukalt citokin termelést (IL-2, IFN-y, IL-4, TNF-a) és szérum
antitest szinteket, valamint a szérum amyloid-A (SAA) és szérum citokin szinteket (IL-1, IL-

4, IL-6, and TNF- a) kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA tesztekkel hatdroztuk meg.

3.3. Genomikus markerek
A sziil6i BALB/c és DBA/2 torzsek kozott kimutathaté egyszerti szekvencia
hosszisag polimorfizmusok (SSLP) vizsgalatihoz a markereket az egér genom adatbazisbol

valasztottuk (www.informatics.jax.org), vagy alternativaként olyan primereket haszndltunk

melyek ismert, dltaldban rovid, < 100 bazisparnyi (bp) ismétlodo szakaszokat (tandem repeat)
szegélyeztek az egér genomban. A PCR fragmentumok hosszkiilonbsége a BALB/c és
DBA/2 allélek esetében >3% volt. A torzsek kozotti polimorfizmusokat 3,5%-os, nagy
felbontasti Aquapore agardz gélen vizsgdltuk (National Diagnostics), ethidium bromid festés

és UV fény segitségével. Mind a 20 egér kromoszéma (kivéve az Y kromoszémat) lefedésre
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keriilt, Osszesen 224 polimorfikus markerrel, 4tlagosan 6.2 centimorgan (cM) (10.8

megabdazispar [Mbp]) tdvolsdgokban.

3.4. Genomsziirés és statisztikai analizis

DNS izolalas tortént az egér vesékbdl proteindz kdlium- és ndtrium-lauril-szulfat
hasznélatdval. A DNS genotipizdldsa SSLP markerekkel (MWG Biotech), hagyomdnyos
PCR-al és gél elektroforézissel tortént a kordbban kozoltek szerint. A kiinduldsi kapcsoltsagi
térkép Map Manager QTX program segitségével késziilt a Kosambi ,,térkép” funkci6
hasznélatdval. A markerek sorrendje tovibbi igazitdsra keriilt a ,,ripple” parancs segitségével,
majd megerdsitést nyert az oligonukleotid primerek fizikai pozicidinak megfeleldoen a

National Center for Biotechnology Information (NCBI) egér genom konyvtardban

(www.ensembl.org/Mus musculus/) és a Celera Discovery System genom adatbazisaban

(www.celeradiscoverysystem.com). Az egyszeri markerhatdst marker regresszioval becsiiltiik

meg a Map Manager QTX segitségével. A genomikus markerekkel ¥2>10-nél (p<0,01)
erdsebb asszocidciot mutatd tulajdonsigok esetében mind az egyszeri, mind a komplex
intervallum térképezést elvégeztik az egész genomon, a Windows QTL Cartographer
segitségével. A ,valészinliségi ardny statisztika” (likelihood ratio statistic, LRS) kisérlet
specifikus, empirikus kiiszobértékét minden tulajdonsdg esetében permuticids teszttel
hatdroztuk meg (n = 2000) a Churcill és Doerge szerinti algoritmus szerint, melyet a Map
Manager QTX és a Windows QTL Cartographer is alkalmaz. A genom szinti kapcsoltsag
kifejezetten szignifikdns (0<0,001) és szignifikdns (a<0,05) szintjeit alkalmaztuk.
Szuggesztiv kapcsoltsagi szintként a p<0,05 kromoszoma szintii szignifikancia szintet
alkalmaztuk (0<0,63), mely megfelel egy fals pozitiv QTL-nek (quantitative trait locus;

,funkcid kapcsolt 16kusz”) a teljes genomot tekintve.
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A statisztikai analizist az SPSS 10.0 szoftverrel (SPSS, Chicago, IL, USA) végeztiik.
Minthogy a spondylitis indexek nem parametrikus eloszldst mutattak az F2 generdcidban, a
Mann-Whitney U tesztet alkalmaztuk a csoportok kozotti kiilonbségek vizsgilatira és a
Spearman féle korrelacids koefficienst (r;) a tulajdonsagok kozotti eltéréseknél. A X2 prébat
és a Kruskal-Wallis H tesztet hasznaltuk, hogy meghatiarozzuk a kiilonb6z6 tulajdonsagok
(traits) eloszlasbeli kiilonbségeit. Kétmintds Student-féle ¢ probat hasznéltunk a két csoport
atlagértékeinek Osszehasonlitdsdnédl, amikor az adatok normdl eloszldst mutattak. Két

adatcsoport kozott a kiilonbséget szignifikdnsnak tekintettiik, ha a p érték <0,05 volt.
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4. Eredmények
4.1. A spondylitis klinikai és immunologiai jellegzetességei a sziiloi BALB/c és DBA/2
torzsekben

Porc PG-nal torténd szisztémds immunizalast kovetden a BALB/c egerekben atlagosan
61,5%-os incidencidval alakul ki spondylitis. Ugyanezen immunizélési protokollt haszndlva a
DBA/2 egerek 1ényegesen kisebb fogékonysagot mutatnak (4%) és legfeljebb csak enyhe IVD
kdrosodis jeleit ldthatjuk. Osszehasonlitva a BALB/c egerekkel, pl. ankylosis egyaltaldn nem
volt észlelheté DBA/2 egerekben.

A {6 immunoldgiai paraméterek lemérésre keriiltek a sziiloi torzsek esetében és
korrelaciét kerestiink a betegségre valé fogékonysaggal. A DBA/2 torzsben csaknem
haromszor magasabb immunglobulin-G1 (IgG1) szérumszinteket mértiink &sszehasonlitva a
BALB/c egerekkel (17,8 illetve 6,5 mg/ml). Az IgG1 volt a f6 izotipus mindkét térzsben. Az
IgG2a izotipus szérumszintjei forditott megoszldst mutattak a torzsek kozott: BALB/c
esetében volt hdromszoros szint mérhetd. Az IgG1/IgG2a ardny alapjdn mindkét torzs T
helper 2 (Th2) tdlsilyd immunvdlaszt mutatott, de a PG-vel immunizalt DBA/2 egerekben ez
a Th2 viélasz lényegesen erOsebb volt. A torzsek kozott hisztoldgiai értékeléssel talalt
kiilonbségek jol korreldltak a proinflammatérikus citokinek emelkedett koncentracidival,
elsésorban a BALB/c egerek IL-1 és IL-6 szérumszintjeivel. Mindemellett az IL-4 és TNFa
szintek hasonldak voltak a két torzs esetében.

A BALB/c egerek antigén (PG) stimulalt limfocitdi szignifikdnsan magasabb IFN-y és
IL-4 termelést mutattak, mint a DBA/2 limfocitdk és az IFN-y/IL-4 ardny 2,2x magasabb volt
a BALB/c egerekben (5,1), mint a DBA/2 allatok esetében (2,3). Ez a megfigyelés azt is
jelenti, hogy a PG indukalt spondylitises BALB/c egerek szignifikdnsan erdteljesebb Thl

irdnyu ,,shift”-et mutatnak, szemben a latszélag rezisztens DBA/2 torzzsel.
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4.2. A Klinikai és immunologiai ,,tulajdonsagok” (traits) kozotti korrelaciok az F1 és F2
hibrid populaciék esetében

A spondylitis incidencidgja a BALB/c és DBA/2 torzs F1 hibridjeiben 35,5 % volt,
mely kb. a sziiléi torzsek kozotti kozépértéknek felel meg, bar a betegség silyossiga
viszonylag alacsony értéket mutatott (SPI 0,16). Az F2 hibrid egerek spondylitis incidencidja,
vératlanul csaknem megegyez6 értéket mutatott, a fogékony BALB/c sziil6i torzsével, mig a
sulyossagi score érték csaknem kétszer magasabb volt, mint a BALB/c egerek esetében.

Mivel az F1 genericid egyedei genetikailag homogének, csak a kornyezeti faktorok
tehetok valdszintileg feleldssé a tulajdonsdgok variancidjaért. Ezzel szemben az F2 hibrid
egerek genetikailag heterogének, igy esetiikben mind genetikai, mind kornyezeti faktorok
hatdsa feltételezhetd. Ennek megfeleléen a spondylitis és az immunoldgiai paraméterek
korreldcidja az F1 és F2 generdciok esetében kiilonboz6 forrdsbol kell, hogy szdrmazzon. Az
egyik legjobb példa erre a SPI, mely igen szoros korrelaciét mutat az SPI;g értékkel az F1
generaciot tekintve (ry=0,97), de ez a korrelacié jelentésen gyengébb volt az F2 hibrid egerek
esetében (rs = 0,54), mert a gének heterozigéta kombinécidja kiillonbozoképpen befolydsolta
az SPI és SPI; s értékeket a (BALB/c x DBA/2) F2 generacidban.

A spondylitisszel az F1 és F2 hibrid populacidkban valésziniileg 6sszefiiggést mutato,
legfontosabb immunoldgiai paraméterek jellemzéséhez meghatdroztuk a Spearman féle
korrelacids koefficienst (r5). A PGIS legerdsebb pozitiv korrel4cidit a szérum amyloid-A akut
fazis protein (SAA) koncentraciok és IL-6 értékek esetében taldltuk (r; = 0,28 és 0,43), mely
egybevag a SAA és IL-6 értékek kozotti még erdsebb korreldcidval (ry= 0,74). A spondylitis
pozitiv korreldciét mutatott az antitest (Ab) termeléssel (mind az IgGl, mind az IgG2a
izotipusra nézve) az F2 hibrid populdcidoban. Meglepé médon a spondylitis negativ korrelaciot
mutatott viszont minden lemért T sejt valasz tekintetében (T sejt proliferacio, IFN- vy, IL-4 és

TNF-a termelés), de csak az F2 egerek esetében. Nem talaltunk korrelaciét a spondylitis és az
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antigén specifikus T sejt vdlaszok (ill. az antitestek szérumszintjei) k6zott a homozigéta F1
hibrid egerekben. Ezzel szemben, ezen korreldcidk erdsnek mutatkoztak a genetikailag
elkiiloniild6 F2 populdciéban, mely azt sugallja, hogy a spondylitist immunvalasszal
kapcsolatos gének és/vagy allélkombinaciok iranyitjdk ebben az 4allatmodellben.
Osszefoglalva, az emelkedett IL-6, SAA szérumszintek €s antitest titerek, a PG stimulalt T
sejtek csokkent IFN- vy, IL-4 és TNF-a termelésével egyiitt tekinthet6k a spondylitis
legerdsebb eldjeleinek, a PGIS-re fogékony és rezisztens egereknek ebben az MHC azonos

keresztezésében.

4.3. A spondylitis kapcsoltsag (linkage) analizise a (BALB/c x DBA/2) F2 hibridekben

A nem-MHC spondylitis fogékonysdgi gének feltérképezéséhez a BALB/c x DBA/2
keresztezést hasznaltuk, ahol mindkét sziildi torzs ugyanazt a H-2d haplotipust mutatja. Ezzel
szandékosan kizartuk az MHC gének hatdsait a kapcsoltsagi vizsgélat tekintetében. Az SPI és
SPI;s klinikai jellemzoket (,.trait”) meghatirozd egér gének effektiv kereséséhez, him és
nostény F2 hibrid egereket PG-al immunizaltunk, majd meghatiroztuk a spondylitis
sulyossagat, €s egy sor ,immunparaméter” keriilt lemérésre. Szintén ennek érdekében az
Osszes egér genotipizdldsa megtortént a teljes egér genomra (20 kromoszoma), 224 marker
segitségével. Az intervallum térképezés és egyszeri marker hatds analizis, a spondylitist (SPI
és SPIs), antitest szérumszinteket (egér PG elleni 1gG2a), és IL-6 szérumszintet kontrollald
nagyon korldtozott szdmi kromoszoma lokusz meglétét jelezte az F2 egerek esetében, mig
mads jellemzOk nem mutattak szignifikéns kapcsoltsagot.

A spondylitist ,,irdnyit6” legfébb genetikai 16kuszt a 18. kromoszéma telomerikus
részén lehetett azonositani (Pgis1). Az LRS érték elérte a 31-et, mely meghaladja a Lander és

Kruglyak szerinti magasan szignifikdns hatarértéket és empirikusan meghatarozott magasan

szignifikans kiiszobértéket eredményezett (o0 < 0,001). Az Osszetett intervallum térképezés
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(Windows QTL Cartographer, standard 6. modell, 5 kontrolldlt marker 10 cM-os ablakon
beliil) megerdsitette a D18Mit51 és D18Mit142 markerek QTL csticspozicidjat.

A masodik 6 spondylitis QTL-t a 2. kromoszoméan azonositottuk (Pgis2). Ez a 16kusz
azonban meglehetdsen bizonytalanul meghatarozhaté volt az egyszerti intervallum térképezés
haszndlatival, és csaknem a kromoszéma egyharmadit elfoglalta. Osszetett intervallum
térképezés hasznalatival, az ezen QTL-nek megfeleld csicsot (LRS 16,9 ; a < 0,05) a
D2Mit241 marker mellett taldltuk. Az egyes kromoszémdk spondylitis fogékonysagra
kifejtett egyiittes hatdsdnak kiszdmoldsdndl az latszott, hogy a 2. és 18. kromoszéma kdzdsen
a teljes SPI jelleg variancia 40,5%-4t kontrolldlja az F2 populédcioban.

Egy kiegészitd spondylitis fenotipus index (SPIs) keriilt bevezetésre ebben a
vizsgélatban. Ez egy bindris index, mely 1-es értéket jelent a ,késdi kezdetli” spondylitist
mutatd egerekben, és szoros korreldciét mutat az alacsony PGIS stlyossaggal (Id..
metodikdk). A SPI és SPI s kozotti szoros korrelacié ellenére, ezen két klinikai jelleg
genetikai alapja kiillonbozonek tiinik. Példaul a 18. kromoszéman nincs SPI g QTL, amig a
késodi/enyhe spondylitist kontrolldlé f6 QTL-t a Pgis2 I6kusszal azonos pozicidban taléltuk.
Mindamellett a Pgis2 16kusz kiemelkedébb és keskenyebb volt a SPI; s-re nézve, mint a SPI-
re. A Pgis2 egymagaban a teljes SPI;g jelleg variancia 28,7 %-ahoz jarult hozza az F2
populdcioban. A Pgis2 csticsértéke a D2Mit296 marker mellett volt (LRS 21,1 ; a < 0,05,
egyszert intervallum térképezés), és ezt a pozicidt megerdsitette az Osszetett intervallum
térképezés is (LRS 25,9 ; a < 0,001).

Mivel a spondylitis az F2 hibrid egerekben szignifikdns korreldciét mutatott bizonyos
immunolégiai fenotipusokkal (T és B sejt vélaszok, szérum citokinek), elvégeztiik a
kapcsoltsagi vizsgilatot a kozbeesd immunoldgiai jellegzetességekre vonatkozdan is. Az
IgG2a izotipusi autoantitestek szérum koncentracidjat szamos kiilonbozé QTL latszott

kontrolldlni. Két £6, egymashoz kozeli 16kuszt taldltunk a 11. egér kromoszéoméan (LRS 17,1
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és 19,4 ; a < 0,001), és két gyengébb QTL latszott az 1. és 5. kromoszémékon (LRS 11,8 és
10,8 ; a < 0,63). Az IL-6 proinflammatdrikus citokin szérum koncentracié egyetlen QTL-el
mutatott Osszefiiggést, mely a 14. kromoszoma centrilis részén helyezkedett el (LRS 11,9; a <

0,05) és az Osszetett intervallum térképezés megerdsitette a csticspoziciot.

4.4. A 2. és 18. kromoszoman 1évé két £6 klinikai QTL kolcsonhatasai

Annak ellenére, hogy mind a BALB/c, mind a DBA/2 t6rzsek hordoznak spondylitis
fogékonysagi géneket, ezen egerek nagyon kiilonbdzden vélaszoltak a PG immunizéldsra. A
betegséget kontrollalé allélek forrdsdnak megtaldldsahoz az F2 populdciéban, melyek johettek
a BALB/c és a DBA/2 torzsbdl egyardnt, kiszdmoltuk az atlagos SPI értékeket kiilon a
BALB/c homozigéta (Pgis®), DBA/2 homozigéta (Pgis"), és BALB/c-DBA/2 heterozigéta
egerekben (Pgis') mindkét QTL-re. Vératlanul azt taldltuk, hogy a Pgis1 allélre nézve DBA/2
homozigéta F2 egerek (Pgis®) esetében szignifikdnsan magasabb incidencidji és stlyossdgu
spondylitis fejlédik ki, sszehasonlitva a BALB/c homozigéta allatokkal (Pgis® vs. Pgis®, p <
0,000003), amely azt sugallta, hogy a fo betegség fogékonysagi allél a rezisztens DBA/2
torzsbol szarmazik. A masik QTL, a Pgis2 a 2. kromoszéman, ,,normdl” fenotipus-genotipus
kapcsolatot mutatott, s az ezen régiora nézve BALB/c homozigéta egerek szignifikdnsan
fogékonyabbak voltak spondylitisre, mint a DBA/2 homozigéta F2 édllatok (PgisB Vs. PgisD, p
< 0,0005). Ez azt mutatja, hogy ezen betegség allél a spondylitisre fogékony BALB/c torzsbdl
szarmazik. Mind a Pgis1, mind a Pgis2 QTL-re nézve a BALB/c allélek domindnsak voltak a
DBA?/2 alléllel szemben, minthogy a BALB/c-DBA/2 heterozigéta egerek ugyanolyan magas
SPI értéket mutattak, mint a BALB/c homozigéta allatok.

Mindezeknek megfelelden, az F2 hibrid egerekben a legmagassabb spondylitisre val6
fogékonysig a DBA/2 homozigétik esetében volt megfigyelheté (Pgis1®), mely

ellentmondani latszik a sziil6i DBA/2 egerek latszélagos rezisztencidjanak, akiknél ugyanaz a
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Pgisl 16kusz genotipusa. Minthogy csak két 6, spondylitist kontrolldlé 16kuszt taldltunk a
BALB/c x DBA/2 keresztezés soran, a Pgis1® allél sziilsi DBA/2 torzsben valé némasagénak
megmagyarazasdhoz megvizsgaltuk ezen 16kuszok egymasra kifejtett hatasat. Az SPI érték és
betegség incidencia kiszdmoldsa a Pgisl és Pgis2 lokuszok kooperacidjat alapul vevd
hipotézisen alapult. A fenotipusokra jellemz6 atlagértékek kiilon-kiilon a 9 allélkombinaci
mindegyikére kiszdmoldsra keriiltek. Amikor a Pgisl genotipusok klinikai jellemzokre
kifejtett hatdsit a Pgis2 l6kusztél fiiggetleniil értékeltiik, a Pgisl1® homozigéta egerek
bizonyultak legfogékonyabbnak a spondylitisre, a PgislB homozigétdknak volt a legkisebb a
fogékonysaguk, és a Pgisl™ heterozigéta allatok fogékonysdga a kettd kozott volt. Meglepd
moédon, az egyes Pgisl allélek kozotti kapcsolat kritikus médon fiiggének bizonyult a Pgis2
16kusz genetikai osszetételétél. Ugy tiint, hogy a Pgis2-nek legaldbb egy masolata BALB/c
eredetii kellett, hogy legyen (Pgis2”) a Pgis1” allél magas penetrancidjiahoz és spondylitis-
megengedé génként valé mitkodéséhez. Ennek megfeleléen a Pgis1® allélt hordozé egerek
voltak a legstlyosabb spondylitist mutaték (4tlag SPI = 0,96), a Pgis1® alléllel rendelkezok
pedig a legkevésbé érintettek (SPI = 0,13). A Pgisl® és Pgis1® alléleket hordozé egerek
kozotti fenotipusos kiilonbségek azonban elhalvanyultak tiszta Pgis2® genetikai héttér esetén.
Kovetkezésképpen a spondylitist megengedé Pgis1® allél szdmdra sziikséges a Pgis2® allél, a
jellemzok teljes penetrancidjahoz és a fenotipusos hatas kifejtéséhez. A ,,legrosszindulatibb”
Pgis1® - Pgis2® allélkombindciét hordozé F2 hibrid egerek mutattik a legsiilyosabb
spondylitist és a betegség 100%-os incidencidjat, ami szintén megerdsiti mindkét 16kusz

egyiittes fontossagat a betegség kifejlédésében.
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5. Megbeszélés, 1ij eredmények

Vizsgalatunkban els6ként mutattuk be az egér spondylitisre valé fogékonysag
genetikai 16kuszainak keresésére irdnyuld teljes genomsziirés eredményeit. Meghatdroztuk a
fenotipusos variancia genetikai alapjait egy komplex fenotipus tekintetében, mely természetes
genetikai varidciok révén alakult ki, mesterséges mddositds, pl. géndeficiencia helyett. Annak
ellenére, hogy szdmos spondylarthropathia egérmodellt hoztak létre és tanulményoztak
kordbban, a betegségre val6 fogékonysag genetikai alapja nem ismert, eltekintve a HLA-B27
és néhany egyéb gén patogenezisben betoltott szerepétdl.

Kordabbi munkdnk sordn bemutattuk, hogy kiilonbozo sziiléi torzsek és genetikai
keresztezésiik spondylitisre valé fogékonysdga, bizonyos H-2 permissziv haplotipusokkal
mutat Osszefiiggést, mely az MHC vezetd szerepére utal egér arthritisben €s spondylitisben.
Jelen vizsgalatunk legfobb célja a nem-MHC gének megtaldldsa volt. Mindossze 2 f6
genetikai 16kuszt taldltunk, mely a spondylitist ,.irdnyitja” a BALB/c x DBA/2 keresztezés
esetén: a Pgisl betegség-kontrollalo allélt, mely a DBA/2 torzsbdl szarmazik (bar a gén néma
maradt ebben a torzsben), valamint a Pgis2 allélt, mely a BALB/c torzsbdl szarmazik.
Nyilvanvaldan ezen két 16kusz egyiittes hatdsai eredményezték a magas betegség incidenciat a
BALB/c x DBA/2 F1 hibridekben (35,5%), és a még nagyobb fogékonysigot az F2 hibrid
egerekben (61,7%-0s incidencia), amikor a két gén spondylitist elOsegité két allélje
kiegészitette egymdst. Hasonloképpen a betegség stilyossdg, ami csak az SPl-re pozitiv
értéket ad6 egereknél volt definidlva, még magasabb volt az F2 hibridekben, mint a BALB/c
dsokben, két permissziv gén kumulativ hatdsdnak kdszonhetéen ebben a populdcidban.

A spondylitisre fogékony és rezisztens egerek kozott az immun-funkcidval dsszefiiggd
jellemzok tekintetében (T és B sejt vdlaszok és szérum citokinek) l4tott kiilonbségek, valamint
a Pgis1 és Pgis2 I6kuszon beliili SPI-kapcsolt gének ismert kdlcsonhatds mintdzata ellenére a

vizsgilat jelenlegi stddiumdban nem lehetséges a spondylitishez hozzajaruld, elsddleges
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okozati géneket azonositani ezen Idkuszokon belill. A betegség-kontrolldlé 16kuszok
genomikus térképeinek Osszehasonlitdsa humén betegekben és egerekben, és a szintenikus
térképezés segithet a kandidans gének azonositdsdban a jovobeli vizsgalatok soran.

A BALB/c x DBA/2 keresztezés esetében a fOo SPI 16kuszt az egér 18.
kromoszoméjanak telomerikus régidjaban talaltuk. A Pgisl I6kuszt a D18MitS5 és D18Mit80-
as markerek hataroljak és 54 Mbp-tdl foglal el egy régiot a kromoszoma telomerig. A Pgisl
16kusz atfedést mutat szamos egér QTL-el az autoimmun betegségek tekintetében, mint pl. az
egér lupus (Lbwb6), PG-, és kollagén indukdlt arthritis (Pgiall és Cial8), experimentalis
allergids encephalomyelitis (Eae25), sebgydgyulds (Heal9), és kronikus multifokdlis
osteomyelitis (Cmo).

Az egér Pgisl l6kusz (54-81 Mbp) homol6g a humdan 5. kromoszéma hosszu karjanak
szegmentumaival (110-129 Mbp és 137-150 Mbp) és a 18. kromoszéma szegmentumaival
(17-52 Mbp és 64-76 Mbp) (www. ncbi.nlm.nih.gov/mapview/). Ezen human kromoszéma
szegmentumok két SPA 16kuszt tartalmaznak, egyiket (18q) oxfordi csalddvizsgdlat soran
taldltdk (AS(Ox)). Az AS(Eu) l6kusz pedig eurdpai csaladtanulmanybol szarmazé, az 5.
kromoszoma hosszi karjan. A kandidans gének listdja a lokuszon beliill magdban foglalja a
kovetkezoket: metalloproteinaz Adamts 19, IL (IL-17b), MHC-II asszocidlt invaridns lanc
(Cd74), makrofdg CSF1 receptor (Csflr) és masok. A régié szintén tartalmazza az Nfatcl
gént, mely az aktivdlt T sejtek calcineurin dependens NF1-ét kédolja. Ez a gén reguldlja az
IL-2 és IL-4 gén transzkripcidjat, a differencidlédast, proliferdciot és aktivacid indukalt
sejthaldlt a T limfocitdkban (http://harvester.embl.de/harvester/). Minthogy szignifikans
korreldcidt taldltunk a SPI és T sejt vdlaszok kozott, ez a gén a Pgisl 16kuszon beliil
kézenfekvo kandidansnak tlinik, mint elsddleges okozati faktor.

A masodik f6 16kusz, a Pgis2 mérete nagyobb, mint a Pgisl-é. A Pgis2 16kuszt a

D2Mit293 és D2Mit156 markerek hataroljak, és 26,4 és 57,0 Mbp kozott helyezkedik el. Az
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egyszerti intervallum térképezés kissé eltérd pozicidkat mutatott az SPI és SPIig
vonatkozdsdban, az egér 2. kromoszéman. Ennek ellenére fenntartjuk a hipotézist, hogy ezen
région beliil egyetlen gén/lokusz kontrolldlja a betegségre valo fogékonysagot, a kovetkezd
megfontoldsok alapjan. Eldszor is, az 6roklodés moédja az SPI és SPI s csticsmarkerek”
esetében azonos, és a BALB/c allél domindns hatdsit mutatja. Masodszor, az Osszetett
intervallum térképezés soran nem sikeriilt két I6kuszra szétvalasztanunk a Pgis2-t, a markerek
szamanak valtoztatdsaval. Harmadszor, a SPI és az SPI; s klinikai jellemz6k szoros korrelaciot
mutattak a BALB/c x DBA/2 keresztezés F1 és F2 generacidjdban is.

Az egér Pgis2 16kusz (26,4-57 Mbp) szdmos ,,autoimmun’ l6kuszt magdban foglal,
mely pl. Osszefiiggést mutat az antigén-indukdlt fokozott bronchialis vilaszkészséggel (Abhrl
és Abhr2), az experimentdlis autoimmun gastritisszel (Aig), kollagén indukélta arthritisszel
(Cia2 és Cia4), a szérum transzfer indukdlta arthritisszel (Stia2), és experimentdlis allergids
encephalomyelitisszel (Eae21). Erdekes médon a Pgis2 szintén atfed olyan QTL-ekkel,
melyek kontrolldljak a csontvdz anatomiai fejlodését, mint pl. a femoralis keresztmetszeti
teriilet (Fcsa5) és a periostealis korfogat és femurhossz (Pcfm1) QTL.

A nyilvdnossdg szamara hozzaférheté online genom adatbazisok és a publikalt
irodalmi adatok Osszevetése alapjan (www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) azt taldltuk, hogy a
Pgis2 16kusz megfeleltethetd két szegmentumnak a humdn genomban: az egyik a 2.
kromoszéma hosszi karjan (2q) 143 és 161 Mbp kozott helyezkedik el, a masik a 9.
kromoszéman, 120 és 137 Mbp kozott. Mindkét intervallum a 2. és a 9. kromoszéman 1€v6 is,
SPA QTL-eket tartalmaz, melyeket brit csalddvizsgalatok azonositottak.

Mindezek mellett szintén kapcsoltsdgot taldltunk a szintenikus humén 1dkuszok
tekintetében a C5 deficiencia monogénes szindromaval, mely visszatérd lokalis és szisztémas

infekcidkat és systhemas lupus erythematosust eredményez (Mendeli 6roklodésii emberben).
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A gén kandidansok kozé tartozik a I6kuszon beliil a komplement 8y komponense (C8
v) és az IL-1 géncsoport, nevezetesen az IL-1R antagonista és az IL-1 csaldd ot tagja. Ez
utébbi géncsoportot tartjak a legfobb gén kandidansnak SPA-ban, a 2. human kromoszéman,
az oxfordi tanulmédny szerint. A kezdeti genomsziirést és a 2. kromoszémadval vald
kapcsoltsdg megéllapitasat kovetden, az oxfordi csoport szignifikdns asszocidciot taldlt egyes
génpolimorfizmusok €s IL-1 kapcsolt haplotipusok kozott. Sajat vizsgalatunkban maga az
IL-1 nem mutatott semmilyen szignifikdns kapcsoltsagot, valdsziniileg mert az IL-1
szérumkoncentrdcidk nem kiilonboztek szignifikdnsan a BALB/c és DBA/2 egerek kozott.
Barmely génkandiddns, mely a Pgis2 16kusz telomerikus vége és az IL-1 géncsoport kozott
helyezkedik el, valdszinlleg szintén funkciondlisan kapcsoltsidgot mutat a spondylitis
fenotipussal.

A legismertebb gén, melyrdl azt tartjdk, hogy alapvetd szerepe van az ankylosis
kialakuldsdban egerekben, az Ank gén. A 15. kromoszéman bekovetkezd spontin
muticid(ka)t, melyek progressziv ankylosishoz vezetnek, 1981-ben és 1988-ban irtdk le.
Késobb a muticiét az Ank génen beliilre lokalizalta a térképezés. Jelenleg gy gondoljk,
hogy ezen gén muticidja felelds az un. craniometaphysealis dysplasidért és a kristly
lerakodasos arthropathidért (emberben Mendeli 6roklodésit). Genomszirésiink soran
mindossze egyetlen szuggesztiv QTL-t taldltunk az egér 15. kromoszoémén, melyen az Ank
gén helyezkedik el. Azonban ez a l6kusz kapcsoltsdgot mutatott a PGIA-szel kordbbi
tanulmanyainkban, mely azt sugallja, hogy a 15. kromoszéma részben taldn szerepet jatszik a
spondylitis kialakuldsdban ebben az egérmodellben.

A 2. és 18. kromoszémdn 1évé két f6 SPI 16kuszon és a 15. kromoszémaéan 1évo
szuggesztiv 16kuszon kiviil négy tovabbi 16kusz mutatott valészinii kapcsoltsagot. QTL-eket
talaltunk a 11., 12. és 19. kromoszémakon (LRS érték sorrendben 11,0; 12,5; 12,1). A 12.

kromoszoma telomerikus részén talalt szuggesztiv szintii spondylitis QTL tartalmazza az Ig H
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lanc géncsoportot (www.ensembl.org/Mus_musculus/). Ezt a 16kuszt, mely a PGIA-t, vagy az
IgG2a szérum koncentréciét, vagy mindkett6t kontrollélja, a laboratériumunkban 1étrehozott
szamos keresztezett egércsoportban megtalaltuk, bar szignifikdns kapcsoltsagi szintet csak a
C3H x C57BL/6 keresztezés esetén ért el ez a QTL.

A 16 IgG2a és IL-6 QTL-ek nem estek sem a Pgis1, sem a Pgis2 région beliilre a 2. és
18. kromoszéman. Azonban atfedés van a spondylitis és az immunolégiai QTL-ek kozott, ha
a szuggesztiv kapcsoltsagi hatarértéket vessziik figyelembe. A 11. kromoszéma telomerikus
része egy szuggesztiv spondylitis fogékonysagi 16kuszt hordoz, mely egybe esik az IgG2a-ra
vonatkozd legnagyobb csiccsal. Ezen tilmenden kordbbi vizsgélataink két arthritist
kontrolldlé QTL-t mutattak a 11. kromoszéman (Pgia7 és Pgia8), melyek ugyanazon régidkat
foglaljak el, mint az djonnan felfedezett IgG2a QTL-ek ebben a keresztezésben. A 14.
kromoszéma pedig a Pgia29 arthritis 16kuszt hordozza, mely az IL-6 QTL-el mutat kozos
poziciot.

Mind a T, mind a B sejtek egér arthritis és spondylitis indukciéban betoltott kdzponti
szerepét megmutattdk munkacsoportunk korabbi adoptiv betegség transzferes kisérletei. A
donor limfocitdk T helper és T szuppresszor sejtekre specifikus antitestekkel valé deplécidja,
hasonléan a B sejtek deplécidjahoz, megakadalyozta a sikeres betegség transzfert. Sem anti-
PG antitestek, sem onmagukban a PG-specifikus B sejtek nem tudtdk atvinni a betegséget,
hanem a T és B sejt alpopulaciok kozotti kooperdcio volt sziikséges. A sziiléi BALB/c egerek
PG immunizél4s mellett kétszer tobb IL-6-ot termeltek, mint a DBA/2 egerek (57,8 pg/ml vs
30,1 pg/ml, p<0.013); az IgG2a Ig szérum koncentracié haromszor magasabb volt, mig az
IgG1 koncentricié hidromszor alacsonyabb volt a BALB/c egerek esetében, Osszevetve a
DBA/2-vel. A betegség silyossdg és Th2 medidlt antigén specifikus Ig szintek kozotti
korrelaciok a BALB/c x DBA/2 F2 hibrid egerekben is szignifikansak voltak. A spondylitissel

a legerdsebb korrelaciot az IL-6 és az IgG1 antitest izotipus esetében taldltuk: az SPI vs IL-6
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korrelacids koefficiens (rs) 0,43, az SPI vs 1gG1 0,23 volt. A PG stimulélt limfocitdk 4ltali
Th1 asszocidlt in vitro IFN-y és TNF-a termelés negativ korreldciét mutatott a spondylitissel
az F2 hibrid egerekben. Ez aldtdmasztotta a Th2 tipusi vélasz vezetd szerepét a betegség
patogenezisében. Ennek megfeleléen azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az erdteljes
genetikai prediszpozici6 a Th2 vélasz irdnydban, és az arthritisre és spondylitisre vald
fogékonysag hasonl6 a sziildi torzsekben és a genetikailag kevert F2 hibrid egerekben. Az F2
populécid hasonlé patoldgiat mutat, mint azt a sziil6i BALB/c torzsben lattuk.

A klinikai és immunoldgiai jellegzetességek QTL-jeinek egyiittes lokalizacidja, mint
azt a 11. és 12. kromoszémdk esetében lattuk, hatékony megkozelitésnek latszik a spondylitis
fogékonysdgi gének effektiv feltérképezéséhez és ezen I16kuszok szerepének jobb

megértéséhez, ezaltal a spondylitis mechanizmusdnak megvildgitdsdhoz.

31



6. Osszefoglalas

Régota ismert, hogy az MHC alapvetd szereppel bir az SPA-ra valé genetikai
fogékonysag tekintetében. A HLA-B27 antigén tehetd felelossé a betegség teljes genetikai
rizikéjanak 20-50%-aért. Az SPA-ra valé fogékonysdg mégsem magyardzhaté meg teljes
egészében az MHC kapcsoltsdggal. A legutdbbi vizsgdlatok, koztiik kapcsoltsagi analizisek,
valamint kandidadns gén asszociécids, ill. legiijabban genom szintli asszocidcids vizsgélatok az
SPA interleukin-1 géncsaldddal, interleukin-23 receptorral és ARTS1 génekkel, valamint mads
lehetséges 16kuszokkal valé szignifikdns kapcsoltsagat mutatjak.

Kisérleteink sordn autoimmun spondylitist hoztunk 1étre BALB/c egerekben és
ezeknek MHC azonos (BALB/c x DBA/2) F1 és F2 hibridjeiben, porc proteoglikdnnal (PG)
torténd szisztémdas immunizaldssal. Az MHC volt a f6 ,,megengedd” genetikai l6kusz az egér
PG-indukalt spondylitise (PGIS) szempontjab6l is, csakigy mint humdan spondylitis
ankylopoetica esetén. Két f6 nem-MHC kromoszéma 16kuszt taldltunk a 2. (Pgis2) és a 18.
kromoszomékon (Pgisl), melyek szignifikians kapcsoltsdgot mutattak a spondylitissel és a
teljes F2 jelleg-variancia 40%-aért feleltek. A Pgis2 16kusz domindns spondylitis
fogékonysagi allélje a BALB/c torzsbdl szarmazott, mig a Pgisl recessziv allél a betegségre
rezisztens DBA/2 torzsben volt jelen. A Pgisl l6kusz szignifikdns mddon befolydsolta a
betegséget kontrolldlé Pgis2 16kuszt, ami a spondylitisre fogékony BALB/c sziil6i torzshoz
hasonléan magas spondylitis incidencidt eredményezett az F2 hibridekben. Tovébbi,
szuggesztiv szintli kapcsoltsdgot mutaté ,,betegség kontrolldld” 16kuszokat taldltunk a 12., 15.
és 19. kromoszémakon. Az F2 hibrid egerekben a spondylitis silyossdga pozitiv korreldciot
mutatott az amyloid-A, IL-6 és PG specifikus antitest szérumszintekkel, negativ korreldciot
pedig az antigén indukalt T sejt proliferdcidval, [FN-y, IL-4 és TNF-a termeléssel. Egy, az IL-
6 szintet kontrollalo f6 10kuszt talaltunk a 14. kromoszéman, az oscteoclast differencialodasi

faktor Tnfsfll mellett. A 11. kromoszéman, a Stat3 és Stat5 génekhez kozeli 16kusz
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kontrolldlta az IgG2a antitest szérumszinteket. A két £6 16kusz (Pgisl és Pgis2) homolégnak
bizonyult a humédn genom egyes kormoszéma régidival, melyek a spondylitis ankylopoetica
genetikai kontrolljdban vesznek részt. Eredményeink alapjan e kisérletesen indukalt

spondylitis modell eldsegitheti human spondylitis fogékonysagi gének azonositasat is.
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