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1. Bevezetés

A spondylitis ankylopoetica (SPA), a gyulladdsos reumatoldgiai kérképek kozé
tartozo, jellegzetes genetikai meghatdrozottsiggal €s klinikai sajatossdgokkal bird
betegségcsoport, a spondylarthropathidk vagy spondylarthritisek (SpA) jellegzetes
képviseldje (1). (Itt jegyezziik meg, hogy az angolszdsz nomenklaturanak megfeleldéen a
spondylarthropathia csoport elfogadott roviditése az "SpA", ellentétben az "SPA"-val,
amely magat a spondylitis ankylopoeticdt jelenti.) Annak ellenére, hogy a betegség
etiolégidja pontosan nem ismert, kornyezeti tényezok és genetikai faktorok egyiittes
hatasat feltételezik a hattérben (2-4,13,14).

A csaladi halmozddas az SPA jellegzetessége és ez a genetikai faktorok szerepét
sugallja a betegség kialakuldsdban (2,3). Erre utal, hogy SPA-s betegek csalddjaban
tovabbi SPA-s esetek tobbnyire a humén leukocita antigén B27 varidnsat (HLA-B27)
hordozé rokonok korében fordulnak eld (4-6). SPA-s ikervizsgalatok koziil egy finn
tanulmanyban a konkordancia 50% volt az egypetéjli ikrek kozott, 15% a kétpetéjl és
20% a HLA-B27" kétpetéjii ikrek kozott (8). Egy Nagy-Britannidban végzett
vizsgdlatban ezen értékek a fenti sorrendben 75, 12,5 és 27%-nak addédtak (9). A
konkordancia ardnyok monozigéta €s dizigéta ikrek kozott észlelt kiilonbségei valéban a
genetikai faktorok alapvetd szerepét mutatjdk az SPA iranti fogékonysdgban (9).

Az SPA és a HLA-B27 kapcsoltsigdnak magyarazatara két alapvetd elmélet
ismert. A receptor tedria azt feltételezi, hogy bizonyos T sejt receptorok képesek
felismerni az idegen és sajit MHC peptidek komplexét, de ez a feltételezett patogén
peptid egyelére nem ismert (2-4). A molekularis mimikri hipotézis viszont arra

vonatkozik, hogy mikroorganizmusok melyek részben hasonléak, vagy keresztreagdlnak



a HLA molekuldkkal, antigén tulajdonsiagu alkotéelemek lehetnek. Az utébbi hipotézis
kapcsan elsOsorban Klebsiella és Yersinia antigének szerepe vetddott fel, de az ennek
megfeleld patogén mikroorganizmust eddig még nem sikeriilt kimutatni SPA-s
betegekben (13,15-17).

A gének szerepét tekintve, a major hisztokompatibilitisi komplex (MHC)
onmagaban nem elégséges az SPA 0Oroklodésének magyardzatira. Amig a kaukazusi
SPA-s betegpopuldcié tobb mint 90%-a HLA-B27%, addig a populdci6 HLA-B27*
tagjainak csupan <5%-aban alakul ki SPA (6,9-11). A HLA-B27 6sszességében az SPA
irdnti  genetikai fogékonysdgnak csak mintegy 20-50%-aért felelos (8,12,13).
Kovetkezésképpen kiterjedt vizsgdlatok vannak folyamatban, amelyek mads, nem MHC
jellegli genetikai faktorok azonositdsara iranyulnak. Mdig tucatnyi kromoszomalis régiot,
vagy géncsoportot hoztak 6sszefiiggésbe az SPA iranti fogékonysaggal (2-4).

A nem MHC gének szerepét génkapcsoltsagi vizsgalattal ("linkage analizissel"), a
teljes genom sziirésével ("genome-wide screening") vagy kandiddns gén asszocidcids
vizsgalatokkal igyekeznek feltérképezni (2,3). Ezen 16kuszok koziil néhanyat egymdastol
fliggetleniil tobb kutatécsoport is egybehangzdan leirt, igy ezek patogenetikai jelentdsége
val6szintsithetd. Ilyen pl. az interleukin-1 (IL-1) géncsoport tobb tagja, melyek a 2.
kromoszoma hosszd karjan taldlhatok (2,18). Madas gének, mint pl. az ARTSI
(Aminopeptidase Regulator of TNF receptor Shedding; masik elnevezése: Endoplasmic
Reticulum-associated Aminopeptidase 1; ERAP1) és az IL-23 receptor (IL-23R) gének
szerepére a kozelmultban mutattak r4 a Wellcome Trust Case-Control Consortium
(WTCCC) kutatécsoport keretein beliill. Ebben a nagyméretii, a teljes genomot elemzd

vizsgalatban hét gyakori korkép génasszociacids vizsgalatat végezték el, 6sszesen 14000



eset mintdin (19,20). Mindent egybevéve azonban még mindig jéval kevesebb
informdcidval rendelkeziink az SPA és mas SpA-k genetikdjat illetéen, mint pl. a
rheumatoid arthritis esetében.

Az egyre novekvd mennyiségii, a genetikai faktorokra vonatkozé adat ellenére, az
SPA multifaktoridlis betegség, ahol a gének és kornyezeti faktorok ,,konspiraciéja” vezet
a jol ismert klinikai tiinetek kialakuldsdhoz. Ezek lehetnek mind szkeletdlis (axidlis és
oligoartikularis) és extraszkeletdlis manifesztiaciok (uveitis, gyulladdsos bélbetegség,
cardialis és pulmonalis érintettség, stb.), melyek megfeleld kezelés nélkiil végsdsoron
rokkantsdgot eredményezhetnek és az életkilatasokat is veszélyeztethetik.

Jelen munkankban el6szor irodalmi adatok és sajat korabbi eredményeink alapjan
osszefoglaljuk az SPA genetikai hatterére vonatkozdé jelenlegi, mind humdn, mind
allatkisérletes vizsgdlatok sordn nyert ismereteinket. Ezt kovetden sajat, az SpA
allatmodelljébodl szarmazd kisérletes adatainkat mutatjuk be. Reményeink szerint
munkdank hozzdjarul a SpA-k kialakuldsdnak jobb megértéséhez €s ezéltal djabb 1épéseket

tehetiink a betegség lekiizdése irdnydban.



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 kozotti asszocidciot el0szor az 1970-es évek elején irtdk le
(21,22). Mint lattuk, a HLA-B27 prevalencidja az atlagpopuldcidoban 6-8%, az SPA-s
betegek korében viszont >90% (3,9). A madsik oldalrél megkozelitve a kérdést, amig az
SPA a HLA-B27" egyének 1.2-1.3%-aban alakul ki, addig az SPA-s betegek els6 foku
HLA-B27" rokonainak 15-21%-4ban (6,23). A HLA-B27* mono-, és dizigéta ikreknél a
konkordancia ardnya 63% illetve 23% (8). Mindezek alapjan megbecsiilve, a HLA-B27
SPA-ban a genetikai riziké mintegy 20-30%-4ért felelds (8,24-26).

Bar nem kétséges, hogy a HLA-B27 az SPA f6 szuszceptibilitdsi génje, annak
mechanizmusa, hogyan jon létre a betegséget kivalté hatds, teljesen még ma sem
tisztdzott. A SpA minden manifeszticidja kivalthaté HLA-B27 transzgén patkanyokban,
ami a gén kozvetlen szerepét mutatja a betegségre valé fogékonysag szempontjabol (27).
A 25 ismert HLA-B27 alléltipus koziil a HLA-B*2705, a kaukdzusi populdciéban
meghatarozo allél lehet az eredeti allél, €s minden més allélforma valdsziniileg a HLA-
B*2705-bdl szarmaztathaté, muticiok révén. Az allélmuticiok legnagyobb része a
variabilis régidt €rinti, ami felerdsiti a T sejt receptorok és antigenikus peptidek kozti
kolcsonhatast (28). Bar a tobbi HLA-B27 allél koziil csaknem mindegyiket
Osszefiiggésbe hoztdk a SpA kialakuldsaval, a HLA-B*2706 és a HLA-B*2709
allélvaridnsok, melyek Dél-Kelet Azsigban illetve Szardinidan fordulnak elé, nem

mutatnak asszocidciot a betegséggel (28).



2.1.2. Egyéb HLA-B allélek

(29), mig a HLA-B60, HLA-B35 és HLA-B39 val6sziniileg csekély szerepet jitszanak a

betegség kialakuldsaban (30).

2.1.3. A HLA-B molekuldk szerepe az antigénprezentdcioban

Mint lattuk, a kornyezeti tényezok koziil els6sorban a bakteridlis antigéneknek
tulajdonitanak jelentdséget a SpA kifejlodésében (9;10). Ami az antigénprezentiacidt
illeti, az SpA iranti fogékonysdgban szerepet jatsz6 HLA-B molekuldk szerkezetében a
45. pozicidban levd glutaminsav és a 67. pozicioban taldlhaté cisztein valdsziniileg
alapvetd jelentdséglieck, miutdn ez az aminosav-mintdzat hidnyzik a SpA-ra nem
hajlamosité alléltipusokbdl (31,32). Ezen szerkezeti jellegzetességen alapul6 funkciondlis
tedridk lattak napvildgot. Az “arthritogén peptid” elmélet 1ényege, hogy a jellegzetes
molekuldris struktira teszi lehetdvé specifikus peptidek prezentdlasat, melyek autoimmun
valaszt eredményeznek. A “kéarosodott felgombolyodas” (impaired folding) tedria szerint
diszulfid hidak képzddnek a 67-es pozicioban 1évo két cisztein kozott, ami a molekulak

megvaltozott intracelluldris transzportjat eredményezi (31,32).

2.1.4. Egyéb MHC gének lehetséges szerepe

HLA-B allélektdl kiilonb6z6 MHC gének is szerepet jatszhatnak az SpA-k
kialakuldsdban (8). Ezen gének kozott valdsziniileg vannak MHC-II osztdlyd allélek
(HLA-DR gének), a tumor nekrézis faktor-o (TNF-a) génjei, komplement gének,

valamint néhany gén, amelyek az 1. osztdlyd MHC révén torténd antigén prezentdlasban



vesznek részt (pl. TAP, LMP2, LMP7) (30). Sajnos a HLA-B27 meghatdrozé szerepe
nagyban befolydsolja a tobbi gén szerepének értelmezését, mivel ezen genetikai
asszociaciok valdsziniileg csak az emlitett I6kuszok és a HLA-B27 kozotti kapcesoltsagra
vezethetok vissza ("linkage disequilibrium"). Ezen gének koziil egyediil a HLA-DR4

direkt additiv szerepét erdsitették meg SpA-s betegek HLA-B27" rokonaiban (30,31).

2.2. Nem-MHC allélek SPA-ban

Miutéan, mint lattuk, a HLA-B és egyéb MHC allélek az SpA-k genetikai
meghatarozottsdganak csupan egy kisebb hdnyadat képezik, nyilvanvald, hogy egyéb
nem MHC-hez kotott ("non-HLA") gének is felelések a betegséggel szembeni
fogékonysdgért. Ezen genetikai asszocidciok vizsgdlatira kiillonbozé mddszerek

alkalmasak, melyeket az 1. tdblazat foglal 6ssze (2-4).

2.2.1. Kapcsoltsagi vizsgdlatok

Genetikai kapcsoltsag ("linkage") 4ll fenn amikor egy kandidans gén €s egy masik
ismert lokusz nagyon kozel van egymashoz, aminek kovetkeztében a két 16kusz
egyiittesen oroklodik. Ilyen kapcsoltsagi vizsgdlatokat lehet végezni nagy csalddokban,
ahol egy adott betegség tobb csalddtagot érint. Ezekben a vizsgédlatokban az
eredményeket un. nem-parametrikus kapcsoltsagi értékként ("non-parametric linkage
score"; NPL) adjadk meg, amit aztdin LOD (logarithm of odds) érték formédjiba
konvertdlnak. Anélkiil, hogy a LOD szdmitdsanak részleteit ismertetnénk, magas LOD
értékek (LOD>3.6) szignifikdns asszocidciéra utalnak, mig a "szuggesztiv' LOD>2.2

érték valdszinli kapesoltsagot jelez (39).
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1. tablazat Non-HLA genetikai asszociaciok meghatarozasa kiilonb6z6 technikakkal

Vizsgalat tipusa Genetikai kapcsoltsag Referenciak
Genom szintii asszocidcios | Interleukin-23 receptor 19,20
vizsgdlatok (WTCCC) (IL-23R; 1. kromoszéma)*
ARTSI (5. kromoszéma) | 19,20
Kandiddns gén asszocidcios | Interleukin-1 géncsalad 18,45,46,48-51,53
vizsgdlatok (IL-1A, IL-1B, ILIRN)
(2. kromoszéma)*
Kapcsoltsdgi(linkage) 1. kromoszéma 33,41
vizsgdlatok
3. kromoszéma 25,41
4. kromoszdéma 24
9. kromoszéma 25,33
10. kromoszéma 24,2533,41
11. kromoszéma 24,41
13. kromoszéma 26
16. kromoszéma - 124-26,33,41
17. kromoszoma 24,26
19. kromoszéma 24,25,33

B3 (S L [P
M€g€7'OSlt€tt asszociaclo

Az SPA-ra valé hajlammal kapcsolatosan négy nagy humdan kapcsoltsagi
vizsgalat tortént. Az Eszak-Amerikai Spondylitis Konzorcium (NASC) tanulmanyaban
185 csaldd 255 betegség altal érintett testvérpdarat vizsgaltdk. A legmagasabb
szignifikancidjui asszocidcidkat természetesen a 6. kromoszomén taldlhat6 MHC 16kusz
(LOD=15.6), valamint egyetlen, a 16. kromoszoman elhelyezked6 non-HLA 16kusz
(LOD=4.7) mutatta. Mas, az 1., 3., 4., 5., 10., 11., 17. és 19. kromoszéman kimutatott
l6kuszok szuggesztiv LOD értékkel rendelkeztek (24). A francia SPA genetikai
kohorszban (French AS Genetics Cohort; GFEGS) 180 csalddot vizsgaltak 244 érintett

testvérparral. Itt szintén az MHC régié mutatta a legerdsebb kapcsoltsdgot (26).
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Ugyancsak ebben a vizsgdlatban a 9. kromoszéma rovid karjdnak egy régidja szignifikdns
asszociaciét mutatott az akut anterior uveitisszel, de az SPA-val nem (40). Két oxfordi
vizsgalat szintén megerdsitette a kapcsoltsagot az MHC régidval, €s szuggesztiv szintli
kapcsoltsdgot mutatott a 2., 3., 9., 10., 11., 16. és 19. kromoszémdakon elhelyezkedd
16kuszokkal (33,41) (1. tablazat).

A négy tanulminy és tovdbbi kisebb vizsgdlatok alapjan végzett nagy
metaanalizis szolgéltatta a legegyértelmiibb bizonyitékot a 6. kromoszéméan 1évé MHC-
val valé kapcsoltsagrol. Tovabbi erds kapcsoltsdgot figyeltek meg a 10. és 16.
kromoszomakon elhelyezkedd 16kuszokkal, illetve mérsékelt kapcsoltsagot taldltak a 2.,
3.,4.,5.,6., 11. és 17. kromoszémék egyes 16kuszaival (18).

Néhany emlitett I6kusz Osszefiiggést mutatott a betegségaktivitdssal €s a
funkciondlis karosodds mértékével is. Amig az MHC régié ezen paraméterekkel nem
mutatott kapcsoltsdgot, a 18. kromoszéman 1évé régidk szignifikdns asszocidciot
mutattak a BASDALI értékkel. Ezen tilmenden a 2. kromoszéma hosszu karjanak egyes
régidi szuggesztiv kapcsoltsagi szintet értek el a BASFI funkciondlis index tekintetében

(34).

2.2.2. Kandiddns gén asszocidciok

Az IL-1 géncsaldd vonatkozasaban szamos, részben ellentmondé adat sziiletett.

Ez a génkomplexum a 2. kromoszémén helyezkedik el és az IL-1a (IL-1A), IL-1B (IL-
IB), IL-1 receptor antagonista (/L-/RN), valamint mds jarulékos géneket (ILIF35,
ILIF10) tartalmaz (42). Ez a géncsoport megfelel a fentebb emlitett kapcsoltsagi

vizsgalatok altal a 2. kromoszoéman azonositott génszakasznak (18,33,41). Az IL-1a és
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IL-1B proinflammatorikus citokinek, melyeket elsésorban monocitdk és makrofagok
termelnek. Ezek stimuldlni képesek mads gyulladdsos medidtorok felszabadulésat,
beleértve a prosztaglandinokat, matrix metalloproteindzokat és mds citokineket, valamint
eldsegitik kiillonbozé adhézids receptorok expresszidjat is (43,44). Az IL-1 receptor
antagonista (IL-1Ra) kompetitiv médon gétolja az IL-1a és IL-1p kotddését receptordhoz
és igy kivédi ezen citokinek proinflammatorikus hatdsait (44). Amig kisebb korai
vizsgalatok felvetették az SPA és az IL-1Ra-t kédolé ILIRN gén kapcsolatat (45,46),
késébb nagyobb tanulmdnyok ezt nem tudtdk megerdsiteni (47-49). Késobb néhany
kisebb vizsgalatban és egy kozelmultban publikdlt metaanalizisben kimutattdk az ILI/RN
gén 2. intronja VNTR (variable nucleotide tandem repeat) polimorfizmusdnak gyakoribb
expresszidjat SPA-s betegekben, egészséges kontrollokhoz viszonyitva (45,46,50). Ezen
feliil, két, az ILIRN gén 6. exonjaban kimutatott egy nukleotidot érintd polimorfizmus
(single nucleotide polymorphism; SNP) szintén asszocidciét mutatott SPA-val (51,52).
Mis gének vonatkozdsdban az IL-1 csalddon beliil, az IL-1A és IL-1B génekben 0sszesen
14 SNP esetében irtdk le az SPA-val val6 szignifikdns asszociiciot (49,53). Ezen SNP-k
koziil az IL-1A gén rs3783526, valamint az IL-1B gén rs1143627 polimorfizmusa mutatta
a legerdsebb asszocidciot (49). Mas vizsgalatokban az IL-1A gén rs2856836, rs17561 és
rs1894399 polimorfizmusait is Osszefiiggésbe hoztdk az SPA kialakuldsaval (53) (1.

tablazat).

2.2.3. Genom szintii vizsgdlatok
Amint azt kordbban mar emlitettiik, a WTCCC konzorcidlis kutatécsoport két 4j

l6kusz, az IL-23R és ARTSI esetében taldlt er0s asszocidcidét az SPA-val (19,20) (1.
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tdblazat). Az IL-23R-nak szerepet tulajdonitanak a RA, psoriasis, és gyulladdsos
bélbetegségek (elsdsorban Crohn-betegség) patogenezisében (54-57). Az IL-23 erdteljes
hatdsd proinflammatorikus citokin, mely stimuldlja a fenti kérképek patogenezisében
ugyancsak kiemelt szerepet jatsz6 Th17 sejtek képzodését, valamint mds citokinek, igy a
TNF-0, IL-6, IL-17 és IL-22 termelddését (58). Az IL-23R fehérje génje az 1.
kromoszoman helyezkedik el. A Crohn betegségre és psoriasisra valé fogékonysdg az
rs11209026 SNP-vel mutat asszociaciét (54-56). Emellett az rs7530511 SNP-t szintén
Osszefiiggésbe hoztdk a psoriasissal (56). Az emlitett SNP-k mellett az rs10889677 és
rs2201841 polimorfizmusoknak szintén szignifikdnsan magasabb az el6forduldsi
gyakorisdga Crohn betegségben (54). A kozelmultban erdsitették meg, hogy az
rs10889677 és rs2201841 SNP-k nemcsak a Crohn betegséggel, hanem a RA-szel is
Osszefiiggést mutatnak (57). Az emlitett WTCCC kutatécsoport 6sszesen 8 IL-23R SNP-t
genotipizalt 1000 SPA-s beteg és 1500 kontroll személy vizsgalata soran. Ebbdl a 8 SNP-
bol 7 mutatott asszocidciot SPA-val. Ezen beliil erdsen szignifikdns ¢sszefiiggést taldltak
az 1s11209032, rs11209026 és rs10489629 SNP-k esetében (20,59). Az IL-23R
génpolimorfizmus és SPA kozotti asszocidcidkat nemrégiben egy spanyol vizsgdlat is
megerdsitette (60). Az IL-23R gén az SPA-ra valé fogékonysdg populdcié szintli
rizik6janak 9%-aért felelds (19,20).

Ami az ARTSI-et illeti, ez a fehérje az endoplazmds reticulumban taldlhato
aminopeptiddz. Az ARTS1 (ERAP1) tobb citokin, igy a TNF-o (TNF-R1), IL-1 (IL-1R2)
és IL-6 (IL-6Ra) receptorait hasitja le a sejtfelszinrdl (61,62). Az ARTS1 az antigén
peptidek feldolgozasdban is szerepet jatszik, melynek sordn az antigén prezentdldshoz

optimalis hosszisagu peptidszakaszok keletkeznek (63). Az ARTSI-et k6dolé hiarom
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gén az 5. kromoszémén helyezkedik el (64). A WTCCC tanulmanyban, majd
utankovetéses vizsgalatokban 5 SNP, az rs27044, rs30187, rs17482078, rs10050860 és
rs2287987 esetében taldltak asszocidciot az SPA-val (20). Ezzel szemben egyetlen SNP
sem mutatott Osszefiiggést a gyulladdsos bélbetegségekkel (20). Ez alapjan az ARTSI1
valészintileg nem minden SpA patogenezisében jatszik szerepet, hanem hatdsai SPA-ra
specifikusnak tlinnek. Az ARTS1 gén az SPA teljes genetikai rizik6janak 26%-aért tehetd

felelossé (19,20).

2.2.4 Egyéb gének meg nem erositett asszocidcioi

Mint lattuk, az IL-1 géncsaldd, az IL-23R és ARTS1 géneknek a betegséggel valo
asszocidcidja tobb nagy vizsgdlatban is megerdsitést nyert. Egyéb, kisebb vizsgalatok
mas gének lehetséges szerepét is felvetették SPA-ban.

A citokrém P450 CYP2D6 gén 22. kromoszéman elhelyezkedd néhany allélje

esetében gyenge asszocidciot taldltak SPA-val (65). Ellentmondédsosak az adatok a

transzformélé névekedési faktor-B (TGF-B), ANKH és Toll-like receptor 4 (TLR4) gének

vonatkozdsdban. Amig néhany vizsgalatban felvetették ezen gének SPA-val val6 gyenge
Korabbi vizsgalatok azt is valdszinisitették, hogy az IL-10 allél egyes polimorfizmusai
védo hatasdak lehetnek a reaktiv arthritis kialakulasaval szemben (73), de SPA

vonatkozdsdban ilyen Osszefiiggést nem taldltak (74). Végiil, a NOD2/CARDI15

mutdciokat kapcsolatba hoztdk a Crohn betegséggel, azonban szdmos tanulmény alapjan

SPA-ban hasonl6 asszocidcié nem keriilt megerdsitésre (75,76).

15



2.3. SpA allatmodellek és alkalmazasuk genetikai vizsgalatokban

Az allatmodellek nélkiilozhetetlen segitséget jelentenek a humdén autoimmun-
reumatogiai betegségek kutatdsa szempontjabol. Mig azonban a RA-nek szdmos
elfogadott allatmodellje 1étezik, az emberi SPA vizsgalatara csak joval kevesebb jol

alkalmazhaté modell alkalmas. Az ank/ank egerekben egy funkcidvesztést eredményezd

mutdcio érinti az ank gént €s ezen allatokban progressziv SpA fejlédik ki, mely a humén
SPA-hoz hasonl6 (24,33), annak ellenére, hogy az ank gén sem emberben, sem egérben
nem jatszik szerepet autoimmun folyamatokban (33,34). A SpA-k tovabbi modelljei

kozott emlithetOk a HLA-B27 transzgén ragcsalok (26), a mutdns [X. tipusd kollagént

vagy a TNF-a “csonka” formdjét expresszald transzgén egerek (35,36).

Munkacsoportunk évek 6ta folytat vizsgalatot a proteoglikdn-indukélt spondylitis

(PGIS) egérmodellben. Jelen kutatdsaink sorédn is ezt az dllatmodellt alkalmaztuk. Mint a
tovabbiakban részletesen ismertetjiik, a PGIS modell szintén hasznos adatokat

szolgéltathat a genetikai hattér és pathomechanizmus vonatkozasaban (37,38).

2.4. Korabbi vizsgalatok a PGIS modellben

Fogékony egértorzsekben polyarthritis €s spondylitis indukdlhaté humén porc
proteoglikannal (PG) torténd immunizdlassal (77,78). A PGIS klinikai és radioldgiai
szempontbdl sok hasonlésdgot mutat a human 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 pathomechanizmusi, de kiilondlld betegség.

Kovetkezésképpen ez a modell lehetévé teszi a SpA-k etiologidjaban szerepet jatszo

16



genetikai Osszetevok vizsgalatat, fliggetleniil a PGIA-re val6 hajlamot meghatarozo
tényezoktol (37,77,78).

PG aggrekannal torténd szisztémds immunizdldssal PGIS-t hoztunk 1étre
fogékony BALB/c és C3H/HeJCr (C3H) egerekben, valamint ezeknek DBA/2 (arthritis
és spondylitis rezisztens) és DBA/1 (csak kollagén indukalta arthritisre [CIA] fogékony)
torzsekkel 1étrehozott F1 és F2 generdcidiban. Csaknem minden PG-vel immunizélt
BALB/c és C3H egér esetében (97-100%) periférias arthritis fejlodott ki 2 héttel a 3.
antigén injekciét kovetden. Az érintett iziileteket hisztologiailag massziv gyulladdsos
sejtes infiltracié, 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 periédus alatt (37).

A PG immunizélt BALB/c ill. C3H egerek 62-70%-aban fejlodott ki spondylitis.
Ezzel szemben csak enyhe (1-2 porckorongot involvald peridiscitis) és sporadikus
csigolya érintettséget észleltink a PG + dimethyldioctadecylammonium bromiddal
(DDA-val) immunizéalt DBA/2 t6rzs néhany éllata esetében (4%). A PG-vel vagy human
II. tipusu kollagénnel (CII) immunizdlt DBA/1 egerekben egydltalin nem alakult ki
spondylitis. A spondylitis incidencidja és sulyossdga nagyban hasonl6 volt mindkét PGIS
fogékony sziil6i torzs (BALB/c és C3H) esetében (37).

Legijabban egy kiterjesztett longitudindlis vizsgalat, mely in vivo ProSense és
OsteoSense moddszert alkalmazott rontgen vizsgdlattal aldtdmasztva, ill. késébb
hisztopatoldgiai vizsgdlatot haszndlva arra utal, hogy a DBA/2 egerek fogékonyak a

spondylitisre, de az arthritisre nem (szerzok nem publikalt megfigyelése).
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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 egyéltalin nem alakult ki
spondylitis. Ennél is meglepobb volt, hogy a BALB/c x DBA/2 keresztezés F2
generacidja (PGIS érzékeny versus rezisztens) €s a (BALB/c x C3H) F2 egerek (két PGIS
érzékeny sziil6i torzs) hasonléan magas spondylitis incidenciat (63-70%) és sulyossagot
mutattak, mig a (BALB/c x DBA/1) keresztezés egyetlen F2 hibridje sem mutatta
gerincérintettség jeleit.

Ez a megfigyelés anndl is inkdbb vdaratlan volt, mivel mindkét keresztezés
(BALB/c x DBA/2 és BALB/c x DBA/1) F2 generécidja hasonlé PGIA incidenciét és
sulyossdgot mutatott azonos protokoll szerint immunizdlva (28). Ezek a megfigyelések
azt sugalltdk, hogy a DBA/I torzs valdszinilileg igen erds protektiv gént, vagy géneket
hordoz a spondylitis tekintetében, mig a DBA/2 genom erds supportiv gént, vagy géneket
kell hordozzon, amelyek “némdk” (“inaktivak™) az eredeti DBA/2 térzsben (37).

A BALB/c és DBA/2 torzsek ugyanazt a H2-d allélt hordozzdk. Ez azt mutatja,
hogy az MHC o6nmagédban (pl. a DBA/2 torzsben) nem elégséges a PGIA-re val6
fogékonysdg meghatarozasaban, de eldsegiti a PGIS kialakuldsat. Ezt timasztottdk ald a
(BALB/c x DBA/1) F2 generaciéval kapcsolatos megfigyeléseink, ahol az immunizalt
egerek kb. 25%-a homozigéta volt a H2-d allélre nézve (79), de egyetlen F2 hibridben

sem alakult ki spondylitis.
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3. Anyag és modszer
3.1. Kisérleti allatok, antigének, immunizalas

A National Cancer Institute (NCI)-t6] szarmazé ndstény BALB/C €s him DBA/2
egereket keresztezve nyertik az F1, majd azokat keresztezve az F2 generdciét. A
kisérleteket a chicagoi Rush Egyetem Orvosi Kozpontjanak Allatgondozéi és
Felhaszndl6i  Bizottsagdnak jévdhagyasdval végeztik. A kiilonbozé  kisérleti
egércsoportokat azonos, csiramentes koriilmények kozott tartottuk. A kisérletek sordn a
»standard” immunizalési protokollok szerint jartunk el (81,82.) A kisérleti allatokat 12
hetes korukban immunizdltuk intraperitonealisan (i.p.) adott 100 pl steril PBS-ben
(0,I15M NaCl, 0,01M kaliumfoszfat, pH 7,4) oldott 100 pg PG proteinnel és 1 mg
dimethyl-dioctadecyl-ammonium bromiddal (DDA; Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo,
USA), a standard protokollt kovetve (81, 82). Az egerek Osszesen 4 injekciot kaptak 3
hetente (0.,21.,42., és 63. nap) és a 4. PG injekciot kovetden 3-4 héttel keriiltek ledlésre

(84-91. nap kozott).

3.2. Klinikai és immunolégiai fenotipusok

A Kkisérleti allatok gerincét a kozépsO nyaki szakasztdl a lumbdlis szakasz disztalis
részéig kipreparaltuk, fixaltuk (10% formalin), dekalcifikaltuk, majd paraffinba dgyazva
késziiltek a szovettani metszetek. A metszeteket hematoxilinnal és eozinnal festettiik meg
hisztopatologiai vizsgédlat céljara. A PGIS sidlyossdgénak jellemzése a szdvettani
eltérések alapjan volt lehetséges, a kordbban kozolt pontozasi rendszer alapjan (83) (2.

tablazat).
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2. tablazat A PGIS sulyossaganak megitélése pontrendszer alapjan

I. stadium (pontérték: 1): az enthesitis, gyulladdsos sejtes infiltracié az
intervertebralis discus koriil (discitis), és/vagy az anulus fibrosis infiltraciéja

11. stdadium (pontérték: 2): a porckorong kevesebb, mint 50%-anak felszivodasa

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

1V. stadium (pontérték: 4): ankylosis

Egerenként atlag 18 intervertebrélis discust (IVD) értékeltiink. Végiil minden allat
esetében egy un. spondylitis index (SPI) értéket szdmoltunk ki elosztva a pontérték
0sszegét 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, un. ,,késoi kezdetli” spondylitis score (SPIs) is meghatdrozasra keriilt. az SPI; g
1-es értéket kapott, ha legaldbb egy IVD 1-es stlyossagi pontértéket ért el. Egyébként a
progressziv spondylitist mutaté egerek SPI g értéke O lett, ha a porckorongok
elérehaladott silyossagu spondylitisnek feleltek meg (SPI: 2,3,4,).

Az immunizalt allatoktol szérummintat gytjtottiink a kisérletek végén, valamint a
1épsejtekbdl nyert szuszpenzidt haszndlva vizsgaltuk a PG specifikus T sejt vdlaszokat.
Az antigén (PG)- specifikus T sejt proliferdciét az 6tddik napon *H-thymidin beépiilés
mérésével hataroztuk meg, a 1épsejteket 50 ug PG protein/ml hozzdadasaval stimuldlva.
A méréseket négy parhuzamos mintdban végeztik (3x10° sejt/lyuk, 96 lyukd
tenyésztdlemez). Az antigén specifikus T sejt vdlaszok ardnyat stimuldcids index érték

(SI) fomdjaban fejeztiik ki, mely a beépiilt *H-thymidine percenkénti beiitésszaménak
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aranyat jelenti az antigén stimulélt tenyészetek €s a nem stimuldlt lyukak esetében (82).
Az 1épsejtek antigén indukalt citokin termelését (IL-2, IFN-y, IL-4, TNF-a) és szérum
antitest szinteket, valamint a sz€rum amyloid-A (SAA) és szérum citokin szinteket (IL-1,
IL-4, IL-6, and TNF- a) kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitek segitségével
hataroztuk meg (BD Biosciences, San Diego, CA vagy R&D Systems, Minneapolis, MN)
(81,82).

A PG specifikus IgG antitest szérum szintek meghatdrozdsdhoz szintén ELISA
modszert hasznaltunk. 96 lyuki Maxisorp tenyésztdlemezeket (Nunc, Roskilde,
Denmark) fedtiink humén vagy egér porc PG-vel (0,1 pg protein/lyuk,), majd a szabadon
maradt kotohelyeket PBS-ben (pH 7,4) oldott 1%-os zsirmentes tejporral blokkoltuk.
Novekvd szérumhigitdsokat alkalmaztuk és meghatdroztuk mind a teljes anti-PG
antitestek mennyiségét, mind a PG-specifikus antitestek egyes izotipusainak
koncentracigjat peroxiddz-konjugélt kecske anti-egér IgG-vel (Accurate, Wetbury, NY,
USA), vagy patkdny anti-egér IgGl és IgG2a szekunder antitestekkel (Zymed, San
Francisco, CA, USA). A szérum antitest koncentracidkat a megfeleld egér IgG izotipus
standardokhoz (Zymed, San Francisco, CA, USA) vagy tisztitott egér IgG-hez (Sigma-

Aldrich) viszonyitva hatdroztuk meg (81,82).

3.3. Genomikus markerek
A sziil61 BALB/c és DBA/2 torzsek kozott kimutathatdé egyszerli szekvencia
hosszusdg polimorfizmusok (SSLP) vizsgdlatdhoz a markereket az egér genom

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

primereket haszndltunk melyek ismert, dltaldban rovid, < 100 bazisparnyi (bp) ismétlodd
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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 felbontdsi Aquapore agardz gélen vizsgaltuk (National
Diagnostics), ethidium bromid festés é€s UV fény segitségével. Mind a 20 egér
kromoszoma (kivéve az Y kromoszomat) lefedésre keriilt, 6sszesen 224 polimorfikus

markerrel, dtlagosan 6.2 centimorgan (cM) (10.8 megabdzispar [Mbp]) tavolsdgokban.

3.4. Genomsziirés és statisztikai analizis

DNS izoldlas tortént az egér vesékbdl proteindz kalium- €s natrium-lauril-szulfat
hasznalatdval (79, 84). A DNS genotipizdlasa SSLP markerekkel (MWG Biotech),
hagyomdnyos PCR-al és gél elektroforézissel tortént a kordbban kozoltek szerint (79,84).
A kiindulasi kapcsoltsagi térkép Map Manager QTX program segitségével késziilt a
Kosambi ,térkép” funkcié hasznalatival (85). A markerek sorrendje tovabbi igazitdsra
keriilt a ,ripple” parancs segitségével, majd megerdsitést nyert az oligonukleotid
primerek fizikai pozicidinak megfeleloen a National Center for Biotechnology

Information (NCBI) egér genom konyvtaraban (www.ensembl.org/Mus_musculus/) és a

Celera Discovery System genom adatbazisidban (www.celeradiscoverysystem.com). Az
egyszeri markerhatdst marker regresszioval becsiiltik meg a Map Manager QTX
segitségével. A genomikus markerekkel ¥2>10-nél (p<0,01) erésebb asszocidciét mutatd
tulajdonsagok esetében mind az egyszerli, mind a komplex intervallum térképezést
elvégeztik az egész genomon, a Windows QTL Cartographer segitségével (86). A
,valoszinliségi ardny statisztika” (likelihood ratio statistic, LRS) kisérlet specifikus,
empirikus kiiszobértékét minden tulajdonsdg esetében permuticids teszttel hataroztuk

meg (n = 2000) a Churcill és Doerge szerinti algoritmus szerint (87), melyet a Map
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Manager QTX és a Windows QTL Cartographer is alkalmaz (85,86). A genom szintli
kapcsoltsdg kifejezetten szignifikdns (a<0,001) és szignifikdns (0<0,05) szintjeit
alkalmaztuk (39). Szuggesztiv kapcsoltsagi szintként a p<0,05 kromoszéma szintli
szignifikancia szintet alkalmaztuk (0<0,63), mely megfelel egy fals pozitiv QTL-nek
(quantitative trait locus; ,,funkcié kapcsolt 16kusz”) a teljes genomot tekintve (39).

A statisztikai analizist az SPSS 10.0 szoftverrel (SPSS, Chicago, IL, USA)
végeztilk. Minthogy a spondylitis indexek nem parametrikus eloszldst mutattak az F2
generacidéban, a Mann-Whitney U tesztet alkalmaztuk a csoportok kozotti kiilonbségek
vizsgdlatira €s a Spearman féle korrelacids koefficienst (r;) a tulajdonsdgok kozotti
eltéréseknél. A x° probit és a Kruskal-Wallis H tesztet hasznéltuk, hogy meghatdrozzuk a
kiilonboz6 tulajdonsdgok (traits) eloszlasbeli kiilonbségeit. Kétmintds Student-féle ¢
probat haszndltunk a két csoport dtlagértékeinek Osszehasonlitisandl, amikor az adatok
normdl eloszldst mutattak. Két adatcsoport kozott a kiillonbséget szignifikdnsnak

tekintettiik, ha a p érték <0,05 volt.
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4. Eredmények
4.1. A spondylitis klinikai és immunoldgiai jellegzetességei a sziiléi BALB/c és
DBA/2 torzsekben

Porc PG-nal torténd szisztémds immunizdlast kovetéen a BALB/c egerekben
atlagosan 61,5%-os incidencidval alakul ki spondylitis (3. tdbl4zat és 1. dbra). Ugyanezen
immunizdldsi protokollt haszndlva a DBA/2 egerek 1ényegesen kisebb fogékonysédgot
mutatnak (4%) és legfeljebb csak enyhe IVD kérosodis jeleit l4thatjuk. Osszehasonlitva a
BALB/c egerekkel, pl. ankylosis egyéaltaldn nem volt észlelhet6 DBA/2 egerekben (37).

A 0 immunoldgiai paraméterek lemérésre keriiltek a sziil6i torzsek esetében és
korrel4cidt kerestiink a betegségre valé fogékonysaggal (3. tablazat). A DBA/2 torzsben
csaknem hdromszor magasabb immunglobulin-G1 (IgGl) szérumszinteket mértiink
Osszehasonlitva a BALB/c egerekkel (17,8 illetve 6,5 mg/ml). Az IgG1 volt a 6 izotipus
mindkét torzsben. Az IgG2a izotipus szérumszintjei forditott megoszlast mutattak a
torzsek kozott: BALB/c esetében volt hdromszoros szint mérhetd. Az IgG1/IgG2a arany
alapjan mindkét torzs T helper 2 (Th2) tulsulyd immunvalaszt mutatott, de a PG-vel
immunizilt DBA/2 egerekben ez a Th2 valasz 1ényegesen erdsebb volt. A torzsek kozott
hisztolégiai értékeléssel talélt kiilonbségek jol korreldltak a proinflammatérikus citokinek
emelkedett koncentricidival, els6sorban 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) stimuldlt 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
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szignifikdnsan erdteljesebb Thl irdnyd ,shift’-et mutatnak, szemben a latszélag

rezisztens DBA/2 torzzsel.

3.tablazat A klinikai és immunoldgiai paraméterek Osszehasonlitisa a BALB/c és

DBA/2 sziil6i torzsek kozott a szisztémas PG immunizalas soran

egység BALB/c DBA/2 p érték

Klinikai jellemzok

PGIS incidencia % 61.5 4.0 0,0000%***

SPI arb 0.364+0.196 0.016+ 0.012 0.0071**

SPI; g arb 0.429+0.067 0.220+ 0.057 0.0120*
PG specifikus citokin termelés in vitro

IL-4 pg/ml 756.0+£104.8 228.4+ 46.3 0.0002%#**

IFN-y pg/ml 3891.5+£726.7 524.8+ 224.0 0.0003***

TNF-a Pg/ml 256.2+40.0 230.0+ 54.9 0.7045
Szérum citokinek

IL-1B pg/ml 1290+250.7 681.3+217.0 0.0489*

IL-4 pg/ml 9.0+0.7 10.4+3.2 0.6650

IL-6 pg/ml 57.8+12.1 30.1+11.9 0.0130*

TNF-a pg/ml 1585.0+345.1 1278.0+783.2 0.7257
Antitestek

Auto-1gG1 pg/ml 66.0+13.6 289.4+71.9 0.0127*

Auto-IgG2a pg/ml 6.3£1.0 5.6+2.3 0.7919

Hetero-IgG1 mg/ml 6.1+1.1 17.4+3.4 0.0086**

Hetero [gG2a pg/ml 326.0+71.8 100.3+40.6 0.0100%**

Atlagértékek + SEM (standard error mean); Kétmintds t prébdt haszndltunk a két csoport
dtlagértékeinek oOsszehasonlitdasdndl az immunologiai jellemzok esetében. A Mann-
Whitney U tesztet alkalmaztuk a BALB/c és DBA/2 csoportok kozotti kiilonbségek
vizsgdlatdra a klinikai jellegzetességek esetében. A spondylitis index értékek (SPI és
SPI;s) viszonyitdsi értékként (arbitrary units, arb) vannak feltiintetve. A statisztikailag
szignifikdans kiilonbségeket csillag jeloli: *p<0,05;, **p<0,01; ***p<0,0003;
wrikn <8 7x1070. A klinikai és immunoldgiai paraméterek részletes letrdsdt ldsd az
,Anyag és modszer” fejezetben.
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1.abra Az SPI a sziiléi BALB/c és DBA/2 torzsekben, valamint
F1 és F2 hibridjeikben (az y tengely értékei logaritmikus skdldn
vannak feltiintetve). Minden hdromszog egy dllatot reprezentdl.
A vizszintes vonal alatti szimbolumok (SPI = 0) jelentik a
spondylitis rezisztens dllatokat, melyek nem mutattak szovettani
eltérést. A siilyossdgot dtlag SPI értékként adtuk meg az érintett
dllatoknadl, ezt vizszintes vonal jelzi minden dllatcsoportndl.

4.2. A Klinikai és immunolégiai ,,tulajdonsagok” (traits) kozotti korrelaciok az F1 és
F2 hibrid populaciok esetében

A spondylitis incidencidja a BALB/c és DBA/2 torzs F1 hibridjeiben 35,5 % volt,
mely kb. a sziil6i torzsek kozotti kozépértéknek felel meg, bar a betegség stlyossaga
viszonylag alacsony értéket mutatott (SPI 0,16) (1. dbra). Az F2 hibrid egerek spondylitis

incidencidja, varatlanul csaknem megegyezd értéket mutatott, a fogékony BALB/c sziildi
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torzsével, mig a sulyossdgi score érték csaknem kétszer magasabb volt, mint a BALB/c
egerek esetében (1. dbra).

Mivel az F1 generdci6 egyedei genetikailag homogének, csak a kornyezeti
faktorok tehetOk valdsziniileg felelossé a tulajdonsagok variancidjaért. Ezzel szemben az
F2 hibrid egerek genetikailag heterogének, igy esetiikben mind genetikai, mind
kornyezeti faktorok hatdsa feltételezhetd. Ennek megfeleléen a spondylitis és az
immunolégiai paraméterek korrelaciéja az F1 és F2 generdciok esetében kiilonb6zo
forrasbdl kell, hogy szdrmazzon. Az egyik legjobb példa erre a SPI, mely igen szoros
korrelaciét mutat az SPI g értékkel az F1 generaciét tekintve (rs = 0,97), de ez a
korreléci6 jelentdsen gyengébb volt az F2 hibrid egerek esetében (r;= 0,54), mert a gének
heterozigéta kombindcidja kiillonbozoképpen befolydsolta az SPI és SPI g értékeket a

(BALB/c x DBA/2) F2 generacioban (4. tablazat).
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4. tablazat Klinikai és immunoldgiai jellegzetességek korrelaciéi a BALB/c x DBA2
torzsek keresztezésébdl szarmazd genetikailag homogén F1 és szegregal6d6 F2 hibrid
populédcidkban, PG immunizélds sordn

Spondylitis SPI

index

SPI;s | 0.97/0.54

PG specifikus SPI IL-2 Proliferacié | IFN-y IL-4
citokin termelés

in vitro

TNF-o (0.27)/-0.13 na/0.16 na/0.49 (0.07)/0.47 0.54/0.65
IL-4 (0.17)/-0.14 na/0.21 na/0.45 (0.20)/0.41

IFN-y (0.02)/-0.14 na/0.37 na/0.56

Proliferation na/-0.15 na/0.24

IL-2 na/(0.04)

Szérum SPI TNF-a IL-1 IL-4 IL-6
citokinek

SAA na/0.28 na/(0.04) na/(0.04) na/(0.14) nd/0.74
IL-6 (-0.08)/0.43 (0.18)/(0.05) | (0.26)/(-0.00) | (0.14)/(-0.02)

IL-4 (0.25)/(-0.03) | 0.36/0.17 0.40/0.24

IL-1 (0.06)/(0.03) 0.79/0.84

TNF-a (-0.12)/(0.09)

Szérum SPI Auto-1gGl1 Auto-IgG2a | Hetero-IgG1
antitestek

Hetero-1gG2a 0.49/0.17 0.37/0.26 0.50/0.50 (0.35)/0.27
Hetero-IgG1 (0.35)/0.18 0.87/0.59 (0.05)/0.16

Auto-IgG2a (0.09)/(0.09) (0.28)/0.18

Auto-IgG1 0.37/0.23

Spearman féle korreldcios koefficiens (rs) az F1 és F2 hybridekben (FI1/F2). A nem
szignifikdns korreldciok zdrojelben taldlhatok, mig a szignifikdns korreldciok (p<0.05)
félkovérrel vannak feltiintetve. A klinikai és immunologiai jellemzok kozti kereszt
korreldaciok értékei az F1 (n=31) és F2 (n=223) populdciokon alapulnak. (na= nincs
adat. Az immunologiai jellemzok leirdsdahoz ldsd a 3.tabldzatot, ill. az ,,Anyag és

modszer” fejezetet)
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A spondylitisszel az F1 és F2 hibrid populdcidkban valdszintileg Osszefiiggést mutato,
legfontosabb immunolégiai paraméterek jellemzéséhez meghatdroztuk a Spearman féle
korreléacids koefficienst (rs) (4. tablazat). A PGIS legerdsebb pozitiv korreldcidit a szérum
amyloid-A akut fazis protein (SAA) koncentraciok és IL-6 értékek esetében taldltuk (rs =
0,28 és 0,43) (4. tablazat), mely egybe vag a SAA és IL-6 értékek kozotti még erdsebb
korrelaciéval (rg = 0,74). A spondylitis pozitiv korrelaciét mutatott az antitest (Ab)
termeléssel (mind az IgG1, mind az IgG2a izotipusra nézve) az F2 hibrid populdciéban.
Meglep6é moédon a spondylitis negativ korreldciét mutatott viszont minden lemért T sejt
valasz tekintetében (T sejt proliferaci6, IFN- vy, IL-4 és TNF-a termelés), de csak az F2
egerek esetében (4. tdblazat). Nem taldltunk korrelaciét a spondylitis és az antigén
specifikus T sejt vdlaszok (ill. az antitestek szérumszintjei) kozott a homozigéta F1 hibrid
egerekben (4. tdblazat). Ezzel szemben, ezen korrelaciok erdsnek mutatkoztak a
genetikailag elkiiloniilé F2 populdciéban, mely azt sugallja, hogy a spondylitist
immunvalasszal kapcsolatos gének és/vagy allélkombinacidk irdnyitjdk ebben az
allatmodellben. Osszefoglalva, az emelkedett IL-6, SAA szérumszintek €s antitest titerek,
a PG stimulalt T sejtek csokkent IFN- v, IL-4 és TNF-a termelésével egyiitt tekinthetok a
spondylitis legerdsebb eldjeleinek, a PGIS-re fogékony és rezisztens egereknek ebben az

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

A nem-MHC spondylitis fogékonysagi gének feltérképezéséhez a BALB/c x
DBA/2 keresztezést hasznaltuk, ahol mindkét sziiléi torzs ugyanazt a H-2d haplotipust
mutatja. Ezzel szdndékosan kizartuk az MHC gének hatdsait a kapcsoltsagi vizsgalat
tekintetében. Az SPI és SPIg klinikai jellemzoket (,trait”) meghatiroz6 egér gének
effektiv kereséséhez, him és nOstény F2 hibrid egereket PG-al immunizéltunk, majd
meghatdroztuk a spondylitis sulyossagéat, és egy sor ,,immunparaméter’” keriilt lemérésre.
Szintén ennek érdekében az Osszes egér genotipizaldsa megtortént a teljes egér genomra
(20 kromoszéma), 224 marker segitségével. Az intervallum térképezés és egyszeri
marker hatds analizis, a spondylitist (SPI és SPI;gs), antitest szérumszinteket (egér PG
elleni IgG2a), és IL-6 szérumszintet kontrollalé nagyon korldtozott szdmui kromoszéma
l6kusz meglétét jelezte az F2 egerek esetében, mig mads jellemzOk nem mutattak
szignifikdns kapcsoltsdgot (2. dbra).

A spondylitist ,,irdnyit6” legfobb genetikai 16kuszt a 18. kromoszéma telomerikus
részén lehetett azonositani (Pgisl). Az LRS érték elérte a 31-et, mely meghaladja a
Lander és Kruglyak szerinti magasan szignifikdns hatarértéket (39) és empirikusan
meghatdrozott magasan szignifikans kiiszobértéket eredményezett (o < 0,001) (3A. 4bra).
Az Osszetett intervallum térképezés (Windows QTL Cartographer, standard 6. modell, 5
kontrollalt marker 10 cM-os ablakon beliil) megerdsitette a D18Mit51 és D18Mit142

markerek QTL cstcspozicidjat (3A. dbra).
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2. dbra A spondylitist jellemzé klinikai és immunologiai paraméterek
genomszinti intervallum térképezése a BALB/c x DBA/2 hibrid populdcioban.
A valosziniiségi ardny (likelihood ratio statistics, LRS) kiiszobértékek 2000
genomszintii permutdcioval lettek meghatdrozva: a < 0,63 — szuggesztiv
kapcsoltsdagi szint (hosszii szaggatott vonal);
kapcsoltsagi szint (rovid szaggatott vonal); a < 0,001 — magasan szignifikdns
kapcsoltsdgi szint (pontozott vonal). A kromoszomdk sorszdma az dbrdk aljan

van

Jjelolve.
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3. abra Egyszerii és Osszetett intervallum térképezés minden genom-szintii szignifikdns
QTL-re (0< 0.05), mely a 2. dbrdn lathato volt. A LRS kiiszobértékek: szuggesztiv (hosszii
szaggatott vonal); szignifikdns (rovid szaggatott vonal); magasan szignifikdns (pontozott
vonal). Az Odsszetett intervallum térképezés (vastag folytonos vonal) megerositi és
lekeskenyiti az egyszerii intervallum térképezés (vékony folytonos vonal) dltal megadott
QTL poziciot. A 2. és 18. kromoszoman taldlhato a két fo ,, spondylitis” QTL (A-C). A 11.
kromoszomdn taldlhato egy lokusz, mely az egér-PG elleni IgG2a termelést irdnyitja (D),
mig a 14. kromoszomdn egy szérum IL-6-ot kontrolldlo lokusz taldlhato (E). Az dbra F
része a spondylitis asszocidciojat mutatjia, a QTL , csicsmarker” genotipusaival.
Genotipusok: B: BALB/c homozigota;, D: DBA/2 homozigota; H: heterozigota. A BALB/c
és DBA/2 homozigota egerek SPI kiilonbségeinek Student féle t értékei fel vannak
tiintetve. A 2. kromoszoma domindns spondylitis fogékonysdgi Pgis2 allélje a BALB/c
torzsbol szdarmazik, mig a recessziv spondylitis fogékonysdgi allél a 18. kromoszoma
Pgisl lokuszdn beliil, a DBA/2 torzsbol ered.
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A masodik fé spondylitis QTL-t a 2. kromoszéméan azonositottuk (Pgis2). Ez a 16kusz
azonban meglehetdsen bizonytalanul meghatdrozhaté volt az egyszerli intervallum
térképezés haszndlataval, és csaknem a kromoszéma egyharmadat elfoglalta (3B. 4bra).
Osszetett intervallum térképezés hasznalatdval, az ezen QTL-nek megfeleld csicsot (LRS
16,9 ; a < 0,05) a D2Mit241 marker mellett talaltuk (3B. dbra). Az egyes kromoszémak
spondylitis fogékonysagra kifejtett egyiittes hatdsdnak kiszdmoldsandl az latszott, hogy a
2. és 18. kromoszoma kozosen a teljes SPI jelleg variancia 40,5%-at kontrolldlja az F2
populécidban (2. dbra).

Egy kiegészitd spondylitis fenotipus index (SPI.s) keriilt bevezetésre ebben a
vizsgalatban. Ez egy bindris index, mely 1-es értéket jelent a ,,kés6i kezdeti” spondylitist
mutaté egerekben, és szoros korrelaciét mutat az alacsony PGIS silyossaggal (1d..
metodikdk). A SPI és SPI g kozotti szoros korrelacié ellenére, ezen két klinikai jelleg
genetikai alapja kiillonbozonek tlinik. Példdul a 18. kromoszéman nincs SPI; s QTL, amig
a késdi/enyhe spondylitist kontrolldlo f6 QTL-t a Pgis2 l16kusszal azonos poziciéban
taldltuk (2. dbra, 3C. dbra). Mindamellett a Pgis2 16kusz kiemelkedébb és keskenyebb
volt a SPI;s-re nézve, mint a SPI-re. A Pgis2 egymagdban a teljes SPI s jelleg variancia
28,7 %-ahoz jarult hozza az F2 populaciéban (2. dbra). A Pgis2 csucsértéke a D2Mit296
marker mellett volt (LRS 21,1 ; a < 0,05, egyszerl intervallum térképezés), és ezt a
poziciot megerdsitette az Osszetett intervallum térképezés is (LRS 25,9 ; a < 0,001) (3C.
abra).

Mivel a spondylitis az F2 hibrid egerekben szignifikans korreldciét mutatott
bizonyos immunoldgiai fenotipusokkal (T és B sejt vdlaszok, szérum citokinek),

elvégeztiik a kapcsoltsdgi vizsgdlatot a kozbeesdé immunoldgiai jellegzetességekre
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vonatkozéan is. Az IgG2a izotipusi autoantitestek szérum koncentracidjat szamos
kiilonbozd QTL latszott kontrolldlni (2. dbra). Két £6, egymashoz kozeli 16kuszt taldltunk
a 11. egér kromoszéman (LRS 17,1 és 19,4 ; a. < 0,001), és két gyengébb QTL latszott az
1. és 5. kromoszéomdkon (LRS 11,8 és 10,8 ; a < 0,63) (2. dbra, 3D. dbra). Az IL-6
proinflammatorikus citokin szérum koncentracié egyetlen QTL-el mutatott 6sszefiiggést,
mely a 14. kromoszéma centrdlis részén helyezkedett el (LRS 11,9; a < 0,05) és az

Osszetett intervallum térképezés megerdsitette a csucspoziciot (2. dbra, 3E. dbra).

4.4. A 2. és 18. kromoszoman lévé két 6 klinikai QTL kolcsonhatasai

Annak ellenére, hogy mind a BALB/c, mind a DBA/2 torzsek hordoznak
spondylitis fogékonysdgi géneket, ezen egerek nagyon kiilonb6zden vélaszoltak a PG
immunizdlasra. A betegséget kontrolldlé allélek forrasdnak megtaldldsdhoz az F2
populéciéban, melyek johettek a BALB/c és a DBA/2 torzsbdl egyarant, kiszamoltuk az
dtlagos SPI értékeket kiilon a BALB/c homozigéta (Pgis®), DBA/2 homozigéta (Pgis®),
és BALB/c-DBA/2 heterozigéta egerekben (PgisH) mindkét QTL-re (3F. A&bra).
Viratlanul azt taldltuk, hogy a Pgisl allélre nézve DBA/2 homozigéta F2 egerek (Pgis®)
esetében szignifikdnsan magasabb incidencidju és sulyossdgu spondylitis fejlodik ki,
osszehasonlitva a BALB/c homozigéta allatokkal (Pgis® vs. Pgis®, p < 0,000003), amely
azt sugallta, hogy a f6 betegség fogékonysagi allél a rezisztens DBA/2 t6rzsbol
szarmazik. A masik QTL, a Pgis2 a 2. kromoszéman, ,,normal” fenotipus-genotipus
kapcsolatot mutatott, és az ezen régiéra nézve BALB/c homozigéta egerek szignifikdnsan
fogékonyabbak voltak spondylitisre, mint a DBA/2 homozigéta F2 dllatok (Pgis® vs.

Pgis®, p < 0,0005). Ez azt mutatja, hogy ezen betegség allél a spondylitisre fogékony
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BALB/c torzsbol 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 (3F.
abra).

Mindezeknek megfelelden, az F2 hibrid egerekben a legmagassabb spondylitisre
valé fogékonysdg a DBA/2 homozigétik esetében volt megfigyelhets (Pgisl®), mely
ellentmondani latszik a sziildi DBA/2 egerek latszolagos rezisztencidjanak, akiknél
ugyanaz a Pgisl 16kusz genotipusa (1. 4bra). Minthogy csak két f6, spondylitist
kontrollal6 16kuszt talaltunk a BALB/c x DBA/2 keresztezés soran, a Pgile allél sziiloi
DBA/2 torzsben valé6 némasdganak megmagyardzdsahoz megvizsgaltuk ezen l6kuszok
egymasra kifejtett hatdsat. Az SPI érték és betegség incidencia kiszdmoldsa a Pgisl és
Pgis2 l16kuszok kooperacidjat alapul vevod hipotézisen alapult. A fenotipusokra jellemzo
atlagértékek kiilon-kiilon a 9 allélkombindcié mindegyikére kiszdmoldsra keriiltek (4.
abra). Amikor a Pgisl genotipusok klinikai jellemzdkre kifejtett hatdsat a Pgis2 16kusztol
fiiggetleniil értékeltiik, a Pgis1® homozigéta egerek bizonyultak legfogékonyabbnak a
spondylitisre, a Pgis1® homozigétdknak volt a legkisebb a fogékonysaguk, és a Pgisl1"
heterozigéta allatok fogékonysdga a kettd kozott volt (3F. dbra). Meglepd mddon, az
egyes Pgisl allélek kozotti kapcsolat kritikus médon fiiggdnek bizonyult a Pgis2 16kusz
genetikai Osszetételétdl. Ugy tiint, hogy a Pgis2-nek legaldbb egy mdsolata BALB/c
eredeti kellett, hogy legyen (Pgis2®) a PgisI” allél magas penetrancidjidhoz és
spondylitis-megengedd génként valé miikodéséhez (4. dbra). Ennek megfelelen a Pgis1®
allélt hordozé egerek voltak a legsilyosabb spondylitist mutatdk (atlag SPI = 0,96), a

Pgis1® alléllel rendelkezOk pedig a legkevésbé érintettek (SPI = 0,13) (4A. dbra). A
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Pgis1® és Pgis1® alléleket hordozé egerek kozotti fenotipusos kiilonbségek azonban
elhalvdnyultak tiszta Pgis2® genetikai hattér esetén (4C. dbra). Kovetkezésképpen a
spondylitist megengedd Pgis1® allél szamdra sziikséges a Pgis2® allél, a jellemzék teljes
penetrancidjdhoz és a fenotipusos hatds kifejtéséhez. A ,legrosszindulatibb” Pgis1® -
Pgis2® allélkombindciét hordozé F2 hibrid egerek (4. dbra, fekete nyillal jelzett oszlop)
mutattdk a legsilyosabb spondylitist és a betegség 100%-os incidencidjat, ami szintén

megerdsiti mindkét 16kusz egyiittes fontossdgat a betegség kifejlodésében.
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4. dbra A Pgisl lokusz spondylitisre kifejtett hatdsa a Pgis2 lokusz
allél osszetételétol fiigg. Az oszlopok felett a Mann-Whitney U teszt p
értékei a spondylitis siilyossdg (SPI) és incindencia (%) kiilonbségeit
jelzik, a kiilonbozo Pgisl és Pgis2 allélkombindciot hordozo egerek
kozott. A genotipus leirds megegyezik a 3. dbrdéval. A tabldzat az
dtlag SPI (mean SPI), SEM (standard error mean) értékeket és az
egerek szamdt mutatja mind a 9 allélkombindciora nézve. Minden F2
hibrid egér bekeriilt az értékelésbe szelekcio nélkiil. A fekete nyil a
teljes, 100% spondylitis fogékonysdgot kontrolldlo allélkombindciot
mutatja. Figyelmet érdemel, hogy nincs kiilonbség a spondylitis
siilyossdgban és incidencidban a PgisI® és Pgis1® allélt hordozé
egerek kozott Pgis2” hdttér esetén (C oszlop), de a kiilonbség
egyértelmii a Pgis2” és Pgis2" hdttér esetében (A és B oszlop).
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5. Megbeszélés, Gij eredmények

Vizsgédlatunkban elsoként mutattuk be az egér spondylitisre valé fogékonysdg
genetikai  16kuszainak  keresésére irdnyuldé teljes genomsziirés eredményeit.
Meghataroztuk a fenotipusos variancia genetikai alapjait egy komplex fenotipus
tekintetében, mely természetes genetikai varidciok révén alakult ki, mesterséges
modositds, pl. géndeficiencia helyett. Annak ellenére, hogy szdmos spondylarthropathia
egérmodellt hoztak 1étre és tanulmanyoztak kordbban, a betegségre valé fogékonysag
genetikai alapja nem ismert, eltekintve a HLA-B27 és néhany egyéb gén patogenezisben
betoltott szerepétdl (88-91, 92, 93).

Korabbi munkank sordn bemutattuk, hogy kiilonboz6 sziildi torzsek és genetikai
keresztezésiik spondylitisre valé fogékonysdga, bizonyos H-2 permissziv haplotipusokkal
mutat Osszefiiggést, mely az MHC vezetd szerepére utal egér arthritisben és
spondylitisben (37). Jelen vizsgalatunk legfobb célja a nem-MHC gének megtaldlasa volt.
Mindossze 2 f6 genetikai 16kuszt taldltunk, mely a spondylitist ,,irdnyitja” a BALB/c x
DBA/2 keresztezés esetén: a Pgisl betegség-kontrolldlé allélt, mely a DBA/2 térzsbol
szarmazik (bar a gén néma maradt ebben a torzsben), valamint a Pgis2 allélt, mely a
BALB/c torzsb6l szarmazik. Nyilvanvaléan ezen két Idkusz egyiittes hatdsai
eredményezték a magas betegség incidencidit a BALB/c x DBA/2 F1 hibridekben
(35,5%), és a még nagyobb fogékonysagot az F2 hibrid egerekben (61,7%-os incidencia),
amikor a két gén spondylitist el0segitd két allélje kiegészitette egymast. Hasonloképpen a
betegség sulyossdg, ami csak az SPI-re pozitiv értéket add egereknél volt definidlva, még
magasabb volt az F2 hibridekben, mint a BALB/c ¢sokben (1. dbra), két permissziv gén

kumulativ hatdsdnak koszonhetden ebben a populdcidban.
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A spondylitisre fogékony és rezisztens egerek kozott az immun-funkcidval
Osszefiiggd jellemzok tekintetében (T és B sejt valaszok és szérum citokinek) latott
kiillonbségek, valamint a Pgisl és Pgis2 I6kuszon beliili SPI-kapcsolt gének ismert
kolcsonhatds mintdzata ellenére a vizsgdlat jelenlegi stddiumdban nem lehetséges a
spondylitishez hozzdjaruld, elsddleges okozati géneket azonositani ezen lokuszokon
beliil. A betegség-kontrolldlé 16kuszok genomikus térképeinek Osszehasonlitdsa humén
betegekben €s egerekben, mint azt az 5. dbra mutatja, és a szintenikus térképezés segithet

a kandidans gének azonositdsdban a jovobeli vizsgélatok soran.
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5. abra Az egér spondylitis lokuszok dtfedést mutatnak kiilonbozo egér és humdn
autoimmun betegségeket kontrolldlo kromoszoma régiokkal. A fekete fiiggoleges oszlopok
az egér spondylitisszel kapcsolt kromoszoma szegmentumokat mutatjdk A szamok a
pontos QTL lokalizdciot jelzik (a kromoszoma centromertol valo tdvolsdg; millio
bdzispdar). Az egér QTL-ek bal oldalon Idthatok dolt betiivel. Abh: bronchidlis
tillérzékenység;, Pcfm: periosztedlis korfogat és femurhoszz, Fcsa:  femordlis
keresztmetszeti teriilet; Sbmd: gerinc csont dsvdnyi anyag striiség; Stia: szérum transzfer
indukdlt arthritis; Aig: autoimmun gastritis, Cia: kollagén-indukdlt arthritis QTL 2 és 4,
Eae: experimentdlis allergids encephalomyelitis; Heal: sebgyogyulds, Lbw: egér lupus;
Cmo: kronikus multifokdlis osteomyelitis; Pgiall: PG-indukdlt arthritis QTL 11. A
génkandiddansok kozott vannak ezen lokuszokon beliil a kovetkezok: IL-1rn: IL-IR
antagonista inhibitor; IL-1f5, IL-1f6, IL-1f7, IL-1f8: IL-1 csaldd tagjai (IL-5,6, 7, és 8);
C8g: komplement komponens 8y; C5: hemolitikus komplement 5; Adamts19: az ADAMTS
csalddba tartozo metalloproteindz 19; IL17b: IL-17 [-ldanc; Cd74: MHC-II asszocidlt
invaridns lanc, Csflr: makrofdg CSF 1 receptor; és Nfatcl: NF 1 az aktivdt T sejtekben.
A humdn kromoszoma régiokat sziirke oszlopok mutatjdk a jobb oldalon. Az egér Pgisl
lokusz homolog a humdn 5. és 18. kromoszoma egyes lokuszaival; a Pgis2 lokusz
megfelel a humdn 2. és 9. kromoszomdk bizonyos szakaszainak. A bdzispdr poziciokat a
humdn kromoszoma régiok jobb oldaldn ldathatjuk. A sziirke nyilak azonositott humdn
SPA [okuszokat mutatnak: AS(Ox): az oxfordi csaldadtanulmdny sordn taldlt lokuszok;
AS(Eu): eurdpai csaladtanulmdnybol szdarmazo lokuszok.
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A BALB/c x DBA/2 keresztezés esetében a fé SPI lokuszt az egér 18.
kromoszomajanak telomerikus régiéjaban taldltuk (2. dbra és 3A. dbra). A Pgisl 16kuszt a
D18Mit55 és D18Mit80-as markerek hataroljdk és 54 Mbp-tdl foglal el egy régidt a
kromoszoma telomerig. A Pgisl 16kusz atfedést mutat szdmos egér QTL-el az
autoimmun betegségek tekintetében, mint pl. az egér lupus (Lbw6), PG-, és kollagén
indukalt arthritis (Pgiall és Cial8), experimentdlis allergids encephalomyelitis (Eae25),
sebgyogyulds (Heal9), és kronikus multifokalis osteomyelitis (Cmo) (5. dbra).

Az egér Pgisl 16kusz (54-81 Mbp) homolég a humdn 5. kromoszéma hosszi
karjdnak 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
humén kromoszéma szegmentumok két SPA 16kuszt tartalmaznak, egyiket (18q) oxfordi
csaladvizsgélat sordn taldltdk (AS(Ox)) (34). Az AS(Eu) I6kusz pedig eurdpai
csaladtanulmanybdl szdrmazd, az 5. kromoszéma hosszd karjan (26) (5. dbra). A
kandidans gének listdja a I16kuszon beliil magidban foglalja a kovetkezoket:
metalloproteindz Adamts 19, IL (IL-17b), MHC-II asszocidlt invaridns lanc (Cd74),
makrofdg CSF1 receptor (Csflr) és mdsok. A régid szintén tartalmazza az Nfatcl gént,
mely az aktivalt T sejtek calcineurin dependens NF1-ét kédolja. Ez a gén reguldlja az IL-
2 és IL-4 gén transzkripciéjat, a differencidlédast, proliferaciot és aktivacié indukalt
sejthaldlt a T limfocitdkban (http://harvester.embl.de/harvester/). Minthogy szignifikdns
korrelaciét taldltunk a SPI és T sejt vdlaszok kozott, ez a gén a Pgisl 16kuszon beliil
kézenfekvo kandiddnsnak tiinik, mint elsédleges okozati faktor.

A masodik f6 16kusz, a Pgis2 mérete nagyobb, mint a Pgis1-é. A Pgis2 16kuszt a

D2Mit293 és D2Mit156 markerek hataroljak, €s 26,4 és 57,0 Mbp kozott helyezkedik el.
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Az egyszerl intervallum térképezés kissé eltérd pozicidkat mutatott az SPI és SPI;g
vonatkozdsdban, az egér 2. kromoszéman (3B és 3C. dbra). Ennek ellenére fenntartjuk a
hipotézist, hogy ezen régién beliil egyetlen gén/lokusz kontrolldlja a betegségre valo
fogékonyséagot, a kovetkezé megfontoldsok alapjan. Eldszor is, az 6roklédés modja az
SPI és SPI.s csucsmarkerek” esetében azonos, és a BALB/c allél domindns hatdsat
mutatja. Mdsodszor, az 0sszetett intervallum térképezés sordn nem sikeriilt két 16kuszra
szétvalasztanunk a Pgis2-t, a markerek szdmdnak valtoztatdsdval. Harmadszor, a SPI és
az SPI.s klinikai jellemzdk szoros korreldciét mutattak a BALB/c x DBA/2 keresztezés
F1 és F2 generécidjaban is.

Az egér Pgis2 16kusz (26,4-57 Mbp) szamos ,,autoimmun” lékuszt magiban
foglal, mely pl. Osszefiiggést mutat az antigén-indukdlt fokozott bronchialis
valaszkészséggel (Abhrl és Abhr2), az experimentélis autoimmun gastritisszel (Aig),
kollagén indukalta arthritisszel (Cia2 és Cia4), a szérum transzfer indukalta arthritisszel
(Stia2), és experimentélis allergids encephalomyelitisszel (Eae21) (5. dbra). Erdekes
modon a Pgis2 szintén atfed olyan QTL-ekkel, melyek kontrolldljadk a csontvdz anatomiai
fejlodését, mint pl. a femoralis keresztmetszeti teriilet (Fcsa5) és a periostealis korfogat és
femurhossz (Pcfm1) QTL.

A nyilvanossag szamara hozzéaférhetd online genom adatbazisok és a publikalt
irodalmi adatok Osszevetése alapjan (_www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/_) azt talaltuk,
hogy a Pgis2 16kusz megfeleltethetd két szegmentumnak a human 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
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1évo is, SPA QTL-eket tartalmaz, melyeket brit csalddvizsgdlatok azonositottak
(24,33,34,48) (5. abra).

Mindezek mellett szintén kapcsoltsdgot taldltunk a szintenikus humdan l6kuszok
tekintetében a C5 deficiencia monogénes szindrémdaval, mely visszatérd lokdlis és
szisztémds infekciokat €s systhemas lupus erythematosust eredményez (Mendeli
oroklodést emberben).

A gén kandidansok kozé tartozik a 16kuszon beliil a komplement 8y komponense
(C8 v) és az IL-1 géncsoport, nevezetesen az IL-1R antagonista és az IL-1 csalad ot tagja.
Ez utébbi géncsoportot tartjdk a legfébb gén kandidansnak SPA-ban, a 2. humén
kromoszoman, az oxfordi tanulméany szerint (48). A kezdeti genomsziirést és a 2.
kromoszomaval valé kapcsoltsdg (33,34,94) megallapitasat kovetden, az oxfordi csoport
szignifikdns asszocidciot taldlt egyes génpolimorfizmusok és IL-1 kapcsolt haplotipusok
kozott (48). Sajat vizsgalatunkban maga az IL-1 nem mutatott semmilyen szignifikans
kapcsoltsdgot, valdésziniileg mert az IL-1 szérumkoncentraciok nem kiilonboztek
szignifikdnsan a BALB/c és DBA/2 egerek kozott (3. tdblazat). Barmely génkandidéns,
mely a Pgis2 16kusz telomerikus vége és az IL-1 géncsoport kozott helyezkedik el,
valészintileg szintén funkciondlisan kapcsoltsagot mutat a spondylitis fenotipussal.

A legismertebb gén, melyrdl azt tartjdk, hogy alapvetd szerepe van az ankylosis
kialakuldsdban egerekben, az Ank gén. A 15. kromoszoman bekodvetkezd spontdn
mutdcid(ka)t, melyek progressziv ankylosishoz vezetnek, 1981-ben (92) és 1988-ban
irtdk le (95,96). Kés6bb a mutdciét az Ank génen beliilre lokalizdlta a térképezés (97).
Jelenleg ugy gondoljdk, hogy ezen gén mutéicidja felelés az un. craniometaphysealis

dysplasidért (98) és a kristdly lerakdddsos arthropathidért (emberben Mendeli
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oroklédésti). Genomsziirésiink sordn mindossze egyetlen szuggesztiv QTL-t taldltunk az
egér 15. kromoszéman, melyen az Ank gén helyezkedik el (2. 4bra). Azonban ez a 16kusz
kapcsoltsdgot mutatott a PGIA-szel kordbbi tanulmanyainkban (99,100), mely azt
sugallja, hogy a 15. kromoszoma részben taldn szerepet jatszik a spondylitis
kialakuldsdban ebben az egérmodellben.

A 2. és 18. kromoszéman 1évd két f6 SPI 16kuszon és a 15. kromoszéméan 1évo
szuggesztiv 16kuszon kiviill négy tovdbbi I6kusz mutatott valdszinii kapcsoltsagot (2.
abra). QTL-eket talaltunk a 11., 12. és 19. kromoszémakon (LRS érték sorrendben 11,0;
12,5; 12,1). A 12. kromoszéma telomerikus részén taldlt szuggesztiv szintli spondylitis
QTL tartalmazza az Ig H lanc géncsoportot (_www.ensembl.org/Mus_musculus/_). Ezt a
l6kuszt, mely a PGIA-t, vagy az IgG2a szérum koncentriciét, vagy mindkettot
kontrolldlja, a laboratériumunkban létrehozott szdmos keresztezett egércsoportban
megtalaltuk, bar szignifikdns kapcsoltsagi szintet csak a C3H x C57BL/6 keresztezés
esetén ért el ez a QTL (101).

A £6 IgG2a és IL-6 QTL-ek nem estek sem a Pgisl, sem a Pgis2 région beliilre a
2. és 18. kromoszéman. Azonban atfedés van a spondylitis €s az immunoldgiai QTL-ek
kozott, ha a szuggesztiv kapcsoltsdgi hatarértéket vessziikk figyelembe. A 11.
kromoszoma telomerikus része egy szuggesztiv spondylitis fogékonységi 16kuszt hordoz,
mely egybe esik az IgG2a-ra vonatkozé legnagyobb csuccsal (2. dbra). Ezen tilmenden
korédbbi vizsgdlataink két arthritist kontrolldlé6 QTL-t mutattak a 11. kromoszémén (Pgia7
és Pgia8 (99-101), melyek ugyanazon régidkat foglaljdk 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 k6zos poziciét.
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Mind a T, mind a B sejtek egér arthritis €s spondylitis indukciéban betoltott
kozponti szerepét megmutattdk korabbi adoptiv betegség transzferes kisérleteink (102). A
donor limfocitdk T helper és T szuppresszor sejtekre specifikus antitestekkel valo
deplécidja, hasonléan a B sejtek deplécidjdhoz, megakaddlyozta a sikeres betegség
transzfert. Sem anti-PG antitestek, sem 6nmagukban a PG-specifikus B sejtek nem tudtak
atvinni a betegséget, hanem a T és B sejt alpopuldciok kozotti kooperacid volt sziikséges
(102-104). A sziil6i BALB/c egerek PG immunizdlds 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 koncentracié haromszor
alacsonyabb volt a BALB/c egerek esetében, osszevetve a DBA/2-vel (3. tabldzat). A
betegség sulyossdg és Th2 medidlt antigén specifikus Ig szintek kozotti korreldcidk a
BALB/c x DBA/2 F2 hibrid egerekben is szignifikdnsak voltak. A spondylitissel a
legerdsebb korrelacidt az IL-6 €s az IgG1 antitest izotipus esetében taldltuk: az SPI vs IL-
6 korrelaciés koefficiens (rs) 0,43, az SPI vs IgG1 0,23 volt. A PG stimulalt limfocitak
altali Thl asszocidlt in vitro IFN-y és TNF-a termelés negativ korrelaciét mutatott a
spondylitissel az F2 hibrid egerekben. Ez aldtdmasztotta a Th2 tipusu vélasz vezetd
szerepét a betegség patogenezisében. Ennek megfelelden azt a kovetkeztetést vonhatjuk
le, hogy az erdteljes genetikai prediszpozicié a Th2 valasz irdnyédban, és az arthritisre és
spondylitisre valé fogékonysdg hasonlé a sziil6i torzsekben és a genetikailag kevert F2
hibrid egerekben. Az F2 populdcié hasonlé patolégidt mutat, mint azt a sziiléi BALB/c
torzsben lattuk.

A klinikai és immunoldgiai jellegzetességek QTL-jeinek egyiittes lokalizacidja,

mint azt a 11. és 12. kromoszémak esetében lattuk, hatékony megkozelitésnek latszik a
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spondylitis fogékonysagi gének effektiv feltérképezéséhez és ezen 16kuszok szerepének

jobb megértéséhez, ezdltal a spondylitis mechanizmusanak megvilagitasahoz.

6. Osszefoglalas

Régédta ismert, hogy az MHC alapvetd szereppel bir az SPA-ra valé genetikai
fogékonysdg tekintetében. A HLA-B27 antigén tehetd felel6ssé a betegség teljes
genetikai rizikdjanak 20-50%-4ért. Az SPA-ra valé fogékonysdg mégsem magyardzhato
meg teljes egészében az MHC kapcsoltsiggal. A legutdbbi vizsgalatok, koztiik
kapcsoltsdgi analizisek, valamint kandiddns gén asszocidcids, ill. legijabban genom
szintll asszocidcios vizsgdlatok az SPA interleukin-1 géncsaldddal, interleukin-23
receptorral és ARTS1 génekkel, valamint mds lehetséges 16kuszokkal vald szignifikdns
kapcsoltsdgat 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 szisztémds immunizdlassal. Az MHC volt a f6 ,,megengedd” genetikai
16kusz az egér PG-indukélt spondylitise (PGIS) szempontjabdl is, csakigy mint humén
spondylitis ankylopoetica esetén. Két f6 nem-MHC kromoszéma Iékuszt taldltunk a 2.
(Pgis2) és a 18. kromoszémakon (Pgisl), melyek szignifikdans kapcsoltsdgot mutattak a
spondylitissel és a teljes F2 jelleg-variancia 40%-aért feleltek. A Pgis2 16kusz dominéns
spondylitis fogékonysagi allélje a BALB/c torzsbdl szarmazott, mig a Pgisl recessziv
allél a betegségre rezisztens DBA/2 torzsben volt jelen. A Pgisl 16kusz szignifikdns
modon befolydsolta a betegséget kontrolldlé Pgis2 16kuszt, ami a spondylitisre fogékony
BALB/c sziildi torzshéz hasonléan magas spondylitis incidenciat eredményezett az F2
hibridekben. Tovéabbi, szuggesztiv szintll kapcsoltsdgot mutatd ,,betegség kontrollals”
l6kuszokat taldltunk a 12., 15. és 19. kromoszémdkon. Az F2 hibrid egerekben a
spondylitis silyossdga pozitiv korrelaciét mutatott az amyloid-A, IL-6 és PG specifikus
antitest szérumszintekkel, negativ korreldciét pedig az antigén indukdlt T sejt
proliferdcioval, IFN-y, IL-4 és TNF-a termeléssel. Egy, az IL-6 szintet kontrollalo {0
16kuszt taldltunk a 14. kromoszéman, az oscteoclast differencialdédasi faktor Tnfsfl1

mellett. A 11. kromoszomadn, a Stat3 és Stat5 génekhez kozeli 16kusz kontrolldlta az
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IgG2a antitest szérumszinteket. A két 6 16kusz (Pgis1 és Pgis2) homolognak bizonyult a
humén genom egyes kormoszéma régidival, melyek a spondylitis ankylopoetica genetikai
kontrolljdban vesznek részt. Eredményeink alapjan e kisérletesen indukélt spondylitis

modell elésegitheti human spondylitis fogékonysagi gének azonositasat is.

7. Summary

The HLA-B27 antigen has been accounted for 20-50% of the total genetic risk for
ankylosing spondylitis (AS). However, susceptibility to AS cannot be fully explained by
associations with the major histocompatibility complex (MHC). Recent studies including
linkage analyses as well as candidate gene and, most recently, genome-wide association
studies indicate significant associations of the interleukin-1 gene cluster, interleukin-23
receptor and ARTS1 genes, as well as other possible loci with AS.

In our experimental model autoimmune spondylitis was induced in BALB/c mice
and their MHC-matched (BALB/c x DBA/2) Fl1 and F2 hybrids by systemic
immunization with cartilage/intervertebral disk proteoglycan (PG). As in human
ankylosing spondylitis, the MHC was the major permissive genetic locus in murine PG-
induced spondylitis (PGIS). Two major non-MHC chromosome loci with highly
significant linkage were found on chromosomes 2 (Pgis2) and 18 (Pgisl) accounting for
40% of the entire F2 trait variance. The dominant spondylitis-susceptibility allele for
Pgis2 locus is derived from the BALB/c strain, whereas the Pgis/ recessive allele was
present in the disease-resistant DBA/2 strain. The Pgisl locus significantly affected the
disease-controlling Pgis2 locus, inducing as high incidence of spondylitis in F2 hybrids
as was found in the spondylitis-susceptible parent BALB/c strain. Additional disease-
controlling loci with suggestive linkage were mapped to the chromosomes 12, 15, and 19.
Severity of spondylitis in F2 mice positively correlated with serum levels of amyloid A,
IL-6, and Pg-specific Abs, and showed negative correlation with Ag-induced T cell
proliferation, IFN-y, IL-4, and TNF-a production. A major locus controlling serum IL-6
was found on chromosome 14 near osteoclast differentiation factor Tnfsfl1. Locus on
chromosome 11 near the Stat3 and Stat5 genes controlled serum level of the IgG2a
isotype. The two major genetic loci Pgis/ and Pgis2 of murine spondylitis were

homologous to chromosome regions in human genome, which control ankylosing
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spondylitis in human patients. Thus, this animal model of experimentally induced
spondylitis might facilitate the identification of spondylitis-susceptibility genes in

humans.

48



8. Irodalomjegyzék

10.

1.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

. van der Linden SM, van der Heijde D, Maksymowych WP. Ankylosing

spondylitis. In: Kelley’s Textbook of Rheumatology, 8th edition (Firestein GS,
Budd RC, Harris ED jr, Mclnnes IB, Ruddy S, Sergent JS, eds), Volume II,
Chapter 70, Saunders-Elsevier, Philadelphia, 2008; 1169-90.

Brionez TF, Reveille JD. The contribution of genes outside the major
histocompatibility complex to susceptibility to ankylosing spondylitis. Curr Opin
Rheumatol 2008;20:384-91.

Breban M, Miceli-Richard C, Zinovieva E, et al. The genetics of
spondyloarthropathies. Joint Bone Spine 2006;73:355-62.

Brown MA. Breakthroughs in genetic studies of ankylosing spondylitis.
Rheumatology 2008;47:132-37.

Said-Nahal R, Miceli-Richard C, Berthelot JM, et al. The familial form of
spondylarthropathy: a clinical study of 115 multiplex families. Arthritis Rheum
2000;43:1356-65.

Said-Nahal R, Miceli-Richard C, D’Agostino MA, et al. Phenotypic diversity is
not determined by independent genetic factors in familial spondylarthropathy.
Arthritis Rheum 2001;45:478-84.

van der Linden SM, Valkenburg HA, de Jongh BM, et al. The risk of developing
ankylosing spondylitis in HLA-B27 positive individuals. Arthritis Rheum
1984:27:361-8.

Jarvinen P. Occurrence of ankylosing spondylitis in a nationwide series of twins.
Arthritis Rheum 1995;38:381-3.

Brown MA, Kennedy LG, MacGregor AJ, et al. Susceptibility to ankylosing
spondylitis in twins: the role of genes, HLA, and the environment. Arthritis
Rheum 1997;40:1823-8.

Brown MA, Pile KD, Kennedy LG, et al. HLA class I associations of ankylosing
spondylitis in the white population int he United Kingdom. Ann Rheum Dis
1996;55:268-70.

Reveille JD. Major histocompatibility genes and ankylosing spondylitis. Best
Pract Res Clin Rheumatol 2006;20:601-9.

Gran JT, Husby G, Hordvik M, et al. Prevalence of ankylosing spondylitis in
males and females in a young middle-aged population of Tromso, northern
Norway. Ann Rheum Dis 1985;44:359-67.

Braun J, Bollow M, Remlinger G, et al. Prevalence of spondylarthropathies in
HLA-B27 positive and negative blood donors. Arthritis Rheum 1998;41:58-67.
Khan MA. Update on spondyloarthropathies. Ann Intern Med 2002;136:896-907.
Ebringer A, Wilson C. HLA molecules, bacteria and autoimmunity. J Med
Microbiol 2000;49:305-11.

Ebringer RW, Cawdell DR, Cowling P, Ebringer A. Sequential studies in
ankylosing spondylitis. Association of Klebsiella pneumoniae with active disease.
Ann Rheum Dis 1978;37:146-51.

Hermann E, Sucké B, Droste U, Zum Biischenfelde K-HM. Klebsiella
pneumoniae-reactive T cells in blood and synovial fluid of patients with
ankylosing spondylitis. Arthritis Rheum 1995;38:1277-82.

49



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35

Carter KW, Pluzhnikov A, Timms AE, et al. Combined analysis of three whole
genome linkage scans for ankylosing spondylitis. Rheumatology 2007;48:763-71.
The Wellcome Trust Case Control Consortium. Genome-wide association study
of 14,000 cases of seven common diseases and 3,000 shared controls. Nature
2007;447:661-83.

Wellcome Trust Case Control Consortium and The Australo-Anglo-American
Spondylitis Consortium. A genome-wide scan of 14,000 non-synonymous coding
SNPs in 5,500 individuals. Nat Genet 2007;39:1329-36.

Amor B, Feldmann JL, Delbarre F, et al. HLA antigen W27- a genetic link
between ankylosing spondylitis and Reiter's syndrome? N Engl J Med
1974;290:572.

Brewerton DA, Hart FD, Nicholls A, et al. Ankylosing spondylitis and HLA-B27.
Lancet 1973;1:904-7.

van der Linden, Khan MA. The risk of ankylosing spondylitis in HLA-B27
positive individuals: a reappraisal. ] Rheumatol 1984;11:727-8.

Laval SH, Timms A, Edwards S, et al. Whole-genome screening in ankylosing
spondylitis: evidence of non-MHC genetic-susceptibility loci. Am J Hum Genet
2001;68:918-26.

. Miceli-Richard C, Zouali H, Said-Nahal R, et al. Significant linkage to

spondylarthropathy on 9q31-34. Hum Mol Genet 2004;13:1641-8.

Zhang G, Luo J, Bruckel J, et al. Genetic studies in familial ankylosing
spondylitis susceptibility. Arthritis Rheum 2004;50:2246-54.

Breban M, Hacquard-Bouder C, Falgarone G. Animal models of HLA-B27-
associated diseases. Curr Mol Med 2004:;4:21-40.

Hildebrand WH, Turnquist HR, Prilliman KR, et al. HLA class I polymorphism
has a dual impact on ligand binding and chaperone interaction. Hum Immunol
2002;63:248-55.

Lopez-Larrea C, Mijiyawa M, Gonzalez S, et al. Association of ankylosing
spondylitis with HLA-B*1403 in a West African population. Arthritis Rheum
2002;46:2968-71.

Breban M, Said-Nahal R, Hugot JP, et al. Familial and genetic aspects of
spondylarthropathy. Rheum Dis Clin North Am 2003;29:575-94.

Colbert RA. The immunobiology of HLA-B27: variations on a theme. Curr Mol
Med 2004;4:21-30.

Kuon W, Kuhne M, Busch DH, et al. Identification of novel human aggrecan T
cell epitopes in HLA-B27 transgenic mice associated with spondyloarthropathy. J
Immunol 2004;173:4859-66.

Brown MA, Pile KD, Kennedy GL, et al. A genome-wide screen for susceptibility
loci in ankylosing spondylitis. Arthritis Rheum 1998;41:588-95.

Brown MA, Brophy S, Bradbury L, et al. Identification of major loci controlling
clinical manifestations of ankylosing spondylitis. Arthritis Rheum 2003;48:2234-
9

. Hammer RE, Maika SD, Richardson JA, et al. Spontaneous inflammatory disease

in transgenic rats expressing HLA-B27 and human Bom: an animal model of
HLA-B27-associated human disorders. Cell 1990;63:1099-112.

50



36.

37.

38.

39.

40.

41

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48

49.

50.

51.

52.

Krug HE, Wietgrefe MM, Ytterberg ST, et al. Murine progressive ankylosis is not
immunologically mediated. J Rheumatol 1997;24:115-22.

Szabo Z, Szanto S, Vegvari A, et al. Genetic control of experimental
spondylarthropathy. Arthritis Rheum 2005;52:2452-60.

Vegvari A, Szabo Z, Szanto S, et al. Two major interacting chromosome loci
control disease susceptibility in murine model of spondyloarthropathy. J Immunol
2005;175:2475-83.

Lander E, Kruglyak L. Genetic dissection of complex traits: guidelines for
interpreting and reporting linkage results. Nat Genet 1995;11:241-7.

Martin TM, Zhang G, Luo J, et al. A locus on chromosome 9p predisposes to a
specific disease manifestation, acute anterior uveitis in ankylosing spondylitis, a
genetically complex, multisystem, inflammatory disease. Arthritis Rheum
2005;52:269-74.

. Hamersma J, Cardon LR, Bradbury L, et al. Is disease severity in ankylosing

spondylitis genetically determined? Arthritis Rheum 2001;44:1396-400.

Brown MA. Nonmajor-histocompatibility-complex genetics of ankylosing
spondylitis. Best Pract Res Clin Rheumatol 2006;20:611-21.

Jacques C, Gosset M, Berenbaum F, et al. The role of IL1 and IL1-Ra in joint
inflammation and cartilage degradation. Vitam Horm 2006;74:371-403.
Szekanecz Z, Koch AE. Cytokines. In: Kelley’s Textbook of Rheumatology, 6th
Edition (Ruddy S, Harris jr. ED, Sledge CB, Budd RC, Sergent JS, eds), Chapter
I1.20., W.B. Saunders, Philadelphia, 2001;275-90.

McGarry F, Neilly J, Anderson N, et al. A polymorphism within the interleukin 1
receptor antagonist (IL-1Ra) gene is associated with ankylosing spondylitis.
Rheumatology 2001; 40:1359-64.

van der Paardt M, Crusius JB, Garcia-Gonzalez MA, et al. Interleukin-1p and
interleukin-1 receptor antagonist gene polymorphisms in ankylosing spondylitis.
Rheumatology 2002;41:1419-23.

Li J, Ge Z, Akey JM, et al. Lack of linkage of ILIRN genotypes with ankylosing
spondylitis susceptibility. Arthritis Rheum 2004;50:3047-8.

. Timms AE, Crane AM, Sims AM, et al. The interleukin 1 gene cluster contains a

major susceptibility locus for ankylosing spondylitis. Am J Hum Genet
2004;75:587-95.

Maksymowych WP, Rahman P, Reeve JP, et al. Association of the IL.1 gene
cluster with susceptibility to ankylosing spondylitis: an analysis of three Canadian
populations. Arthritis Rheum 2006;54:974-85.

Wu Z, Gu JR. A meta-analysis on interleukin-1 gene cluster polymorphism and
genetic susceptibility for ankylosing spondylitis. Zhonghua Yi Xue Za Zhi
2007;87:433-7.

Maksymowych WP, reeve JP, Reveille JD, et al. High-throughput single-
nucleotide polymorphism analysis of the ILRN locus in patients with ankylosing
spondylitis by matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight mass
spectrometry. Arthritis Rheum 2003;48:2011-8.

Chou CT, Timms AE, Wei JCC, et al. Replication of association of IL1 gene
complex members with ankylosing spondylitis in Taiwanese Chinese. Ann
Rheum Dis 2006;65:1106-9.

51



53

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67

68.

69.

70.

. Sims AM, Timms AE, Bruges-Armas J, et al. Prospective meta-analysis of IL-1

gene complex polymorphisms confirms associations with ankylosing spondylitis.
Ann Rheum Dis 2008;67:1305-9.

Duerr RH, Taylor KD, Brant SR, et al. A genome-wide association study
identifies IL23R as an inflammatory bowel disease gene. Science 2006;314:1461-
3.

Tremelling M, Cummings F, Fisher SA, et al. IL23R variation determines
susceptibility but not disease phenotype in inflammatory bowel disease.
Gastroenterology 2007;132:1657-64.

Cargill M, Schrodi SJ, Chang M, et al. A large-scale genetic association study
confirms IL12B and leads to the identification of IL23R as psoriasis-risk genes.
Am J Hum Genet 2007;80:273-90.

Farag6 B, Magyari L, Safrany E, et al. Functional variants of interleukin-23
receptor gene confer risk for rheumatoid arthritis but not for systemic sclerosis.
Ann Rheum Dis 2008;67:248-50.

Iwakura Y, Ishigame H. The IL-23/IL-17 axis in inflammation. J Clin Invest
2006;116:1218-22.

Rahman P, Inman GD, Gladman DD, et al. Association of interleukin-23 receptor
variants with ankylosing spondylitis. Arthritis Rheum 2008;58:1020-5.

Rueda B, Orozco G, Raya E, et al. The IL23R Arg381GIn non-synonymous
polymorphism confers susceptibility to ankylosing spondylitis. Ann Rheum Dis
2008; 67:1451-4.

Cui X, Rouhani F, Hawari F, et al. An aminopeptidase, ARTS-1, is required for
interleukin-6 receptor shedding. J Biol Chem 2003;278:28677-85.

Cui X, Rouhani FN, Hawari F, et al. Shedding of the type II IL-1 decoy receptor
requires a multifunctional aminopeptidase: aminopeptidase regulator of TNF
receptor type I shedding. J Immunol 2003;171:6814-9.

Hammer GE, Kanaseki T, Shastri N. The final touches make perfect the peptide-
MHC class I repertoire. Immunity 2007;26:397-406.

Firat E, Saveanu L, Aichele P, et al. The role of endoplasmic reticulum-associated
aminopeptidase 1 in immunity to infection and in cross-presentation. J Immunol
2007;178:2241-8.

Brown MA, Edwards S, Hoyle E, et al. Polymorphisms of the CYP2D6 gene
increase susceptibility to ankylosing spondylitis. Hum Mol Genet 2000;9:1563-6.
Jaakkola E, Crane AM, Laiho K, et al. The effect of transforming growth factor
B1 gene polymorphisms in ankylosing spondylitis. Rheumatology 2004;43:32-8.

. Tsui HW, Inman RD, Paterson AD, et al. ANKH variants associated with

ankylosing spondylitis. Arthritis Res Ther 2005;7:R513-R525.

Snelgrove T, Lim S, Greenwood C, et al. Association of toll-like receptor 4
variants and ankylosing spondylitis: a case-control study. J Rheumatol
2007;34:368-70.

van der Paardt M, Crusius JB, Garcia-Gonzalez MA, et al. Susceptibility to
ankylosing spondylitis: no evidence for the involvement of transforming growth
factor beta 1 (TGFB1) gene polymorphisms. Ann Rheum Dis 2005;64:616-9.
Timms AE, Zhang Y, Bradbury L, et al. Investigation on the role of ANKH in
ankylosing spondylitis. Arthritis Rheum 2003;48:2898-2902.

52



71.

72.

73

74,

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Gergely P, Blazsek A, Weiszhar Z, et al. Lack of genetic association of the toll-
like receptor 4 (TLR4) Asp299Gly and Thr399Ile polymorphisms with
spondyloarthropathies in a Hungarian population. Rheumatology 2006;45:1194-6.
Adam R, Sturrock RD, Gracie JA. TLR4 mutations (Asp299Gly and Thr399Ile)
are not associated with ankylosing spondylitis. Ann Rheum Dis 2006;65:1099-
101.

. Kaluza W, Leirisalo-Repo M, Marker-Hermann E, et al. IL10.G microsatellites

mark promoter haplotypes associated with protection against the development of
reactive arthritis in Finnish patients. Arthritis Rheum 2001;44:1209-14.

Goedecke V, Crane AM, Jaakkola E, et al. Interleukin 10 polymorphisms in
ankylosing spondylitis. Genes Immun 2003;4:74-6.

van der Paardt M, Crusius JBA, de Koning MHMT, et al. CARDI15 gene
mutations are not associated with ankylosing spondylitis. Genes Immun
2003:4:77-8.

Ferreiros-Vidal I, Amarelo J, Barros F, et al. Lack of association of ankylosing
spondylitis with the most common NOD2 susceptibility alleles to Crohn’s
disease. J Rheumatol 2003;30:102-4.

Glant TT, Mikecz K, Arzoumanian A, Poole AR. Proteoglycan-induced arthritis
in BALB/c mice. Clinical features and histopathology. Arthritis Rheum
1987;30:201-12.

Mikecz K, Glant TT, Poole AR. Immunity to cartilage proteoglycans in BALB/c
mice with progressive polyarthritis and ankylosing spondylitis induced by
injection of human cartilage proteoglycan. Arthritis Rheum 1987;30:306-18.
Adarichev VA, Valdez JC, Bardos T, et al. Combined autoimmune models of
arthritis reveal shared and independent qualitative (binary) and quantitative trait
loci. J Immunol 2003;170:2283-92.

Pizcueta P, Luscinskas FW. Monoclonal antibody blockade of L-selectin inhibits
mononuclear leukocyte recruitment to inflammatory sites in vivo. Am J Pathol
1994;145:461-9.

Hanyecz, A., S. E. Berlo, S. Szanto, C. P. M. Broeren, K. Mikecz, and T. T.
Glant. 2004. Achievement of a synergistic adjuvant effect on arthritis induction
by activation of innate immunity and forcing the immune response toward the
Th1 phenotype. Arthritis Rheum. 50: 1665-1676.

Glant, T. T., and K. Mikecz. 2004. Proteoglycan aggrecan-induced arthritis: a
murine autoimmune model of rheumatoid arthritis. Methods Mol. Med. 102: 313—
338.

Bardos, T., Z. Szabo, M. Czipri, C. Vermes, M. Tunyogi-Csapo, and K. Mikecz.
2005. Longitudinal study of an autoimmune murine model for ankylosing
spondylitis. Ann. Rheum. Dis. 64: 981-987.

Adarichev, V. A., T. Bardos, S. Christodoulou, M. T. Phillips, K. Mikecz, and T.
T. Glant. 2002. Major histocompatibility complex controls susceptibility and
dominant inheritance, but not the severity of the disease in mouse models of
rheumatoid arthritis. Immunogenetics 54: 184—-192.

Manly, K. F., R. H. Cudmore, Jr., and J. M. Meer. 2001. Map Manager QTX,
cross-platform software for genetic mapping. Mamm. Genome 12: 930-932.
Basten, C. J., B. S. Weir, and Z.-B. Zeng. 1994. Zmap-a QTL cartographer. In 5th

53



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

World Congress on Genetics Applied to Livestock Production, Organizing
Committee. C. Smith, J. S. Gavora, B. Benkel, J. Chesnais, W. Fairfull, J. P.
Gibson, B. W. Kennedy, and E. B. Burnside, eds. Ontario, Canada, pp. 65-66.
Churchill, G. A., and R. W. Doerge. 1994. Empirical threshold values for
quantitative trait mapping. Genetics 138: 963-971.

Nickerson, C. L., H. S. Luthra, S. Savarirayan, and C. S. David. 1990.
Susceptibility of HLA-B27 transgenic mice to Yersinia enterocolitica infection.
Hum Immunol. 28: 382—-396.

Nickerson, C. L., H. S. Luthra, and C. S. David. 1990. Role of enterobacteria and
HLA-B-27 in spondyloarthropathies: studies with transgenic mice. Ann. Rheum.
Dis. 49: 426-433.

Crew, M. D., R. B. Effros, R. L. Walford, E. Zeller, H. Cheroutre, and E. Brahn.
1998. Transgenic mice expressing a truncated Peromyscus leucopus TNF-_ gene
manifest an arthritis resembling ankylosing spondylitis. J. Interferon Cytokine
Res. 18: 219-225.

Zhang, Y. 2003. Animal models of inflammatory spinal and sacroiliac joint
diseases. Rheum. Dis. Clin. North Am. 29: 631-645.

Sweet, H. O., and M. C. Green. 1981. Progressive ankylosis: a new skeletal
mutation in the mouse. J. Heredity 72: 87-93.

Ho, A. M., M. D. Johnson, and D. M. Kingsley. 2000. Role of the mouse ank
gene in control of tissue calcification and arthritis. Science 289: 265-270.
Shepard, N., and N. Mitchell. 1977. The localization of articular cartilage
proteoglycan by electron microscopy. Anat. Rec. 187: 463—476.

Mahowald, M. L., H. Krug, and J. Taurog. 1988. Progressive ankylosis in mice:
an animal model of spondylarthropathy. 1. Clinical and radiographic findings.
Arthritis Rheum. 31: 1390-1399.

Sampson, H. W. 1988. Spondyloarthropathy in progressive ankylosis (ank/ank)
mice: morphological features. Spine 13: 645-649.

Ho, A. M., M. D. Johnson, and D. M. Kingsley. 2000. Role of the mouse ank
gene in control of tissue calcification and arthritis. Science 289: 265-270.
Reichenberger, E., V. Tiziani, S. Watanabe, L. Park, Y. Ueki, C. Santanna, S. T.
Baur, R. Shiang, D. K. Grange, P. Beighton, et al. 2001. Autosomal dominant
craniometaphyseal dysplasia is caused by mutations in the transmembrane protein
ANK. Am. J. Hum. Genet. 68: 1321-1326.

Otto, J. M., G. Cs-Szabo’, J. Gallagher, S. Velins, K. Mikecz, E. I. Buza’s, J. T.
Enders, Y. Li, B. R. Olsen, and T. T. Glant. 1999. Identification of multiple loci
linked to inflammation and autoantibody production by a genome scan of a
murine model of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 42: 2524-2531.

100. Adarichev, V. A., A. B. Nesterovitch, T. Bardos, D. Biesczat, R.

Chandrasekaran, C. Vermes, K. Mikecz, A. Finnegan, and T. T. Glant. 2003. Sex
effect on clinical and immunological quantitative trait loci in a murine model of
rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 48: 1708-1720.

101. Otto, J. M., R. Chandrasekaran, C. Vermes, K. Mikecz, A. Finnegan, S. E.

Rickert, J. T. Enders, and T. T. Glant. 2000. A genome scan using a novel genetic
cross identifies new susceptibility loci and traits in a mouse model of rheumatoid
arthritis. J. Immunol. 165: 5278-5286.

54



102. Mikecz, K., T. T. Glant, E. Buza’s, and A. R. Poole. 1990. Proteoglycan-
induced polyarthritis and spondylitis adoptively transferred to naive
(nonimmunized) BALB/c mice. Arthritis Rheum. 33: 866-876.

103. Mikecz, K., and T. T. Glant. 1994. Migration and homing of lymphocytes to
lymphoid and synovial tissues in proteoglycan-induced murine arthritis. Arthritis
Rheum. 37: 1395-1403.

104. Bardos, T., K. Mikecz, A. Finnegan, J. Zhang, and T. T. Glant. 2002. T and B
cell recovery in arthritis adoptively transferred to SCID mice: Antigen-specific
activation is required for restoration of autopathogenic CD4" Thl cells in a
syngeneic system. J. Immunol. 168: 6013-6021.

55



9. Sajat kozlemények

9.1. Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények jegyzéke

1.

Vegvari, A., Szabo, Z., Szanto, S., Nesterovitch, A.B., Mikecz, K., Glant, T.T.,
Adarichev, V.A.: Two major interacting chromosome loci control disease

susceptibility in murine model of spondylarthropathy. J Immunol, 2005, 175(4):2475-
2483. (IF: 6.48)

Végvari A, Szab6 Z, Szanté S, Glant TT, Mikecz K, Szekanecz Z: The genetic
background of ankylosing spondylitis. Joint Bone Spine, in press. (IF 1.66)

Osszes: IF 8.14

9.2. Az értekezéshez fel nem hasznalt kozlemények jegyzéke

1.

Szabo, Z., Szanto, S., Vegvari, A., Szekanecz, Z., Mikecz, K., Glant, T.T.: Genetic
control of experimental spondylarthropathy. Arthritis and Rheumatism, 2005, 52(8):
2452-2460. (IF: 7.41)

Glant TT, Szab6 Z, Végvari A, Szant6 S, Mikecz K. A TSG-6/Tnfip6 gyulladasgatlé
hatdsa arthritisben. Magyar Reumatolégia, 2005, 46: 5-13. (IF 0)

Glant TT, Szant6 S, Vegvari A, Szabo Z, Kis-Toth K, Mikecz K, Adarichev VA.
Two loci on chromosome 15 control experimentally induced arthritis through the
differential regulation of IL-6 and lymphocyte proliferation. J Immunol. 2008 Jul
15;181(2):1307-14. (IF 6.29)

Adarichev VA, Vegvari A, Szabo Z, Kis-Toth K, Mikecz K, Glant TT. Congenic
strains displaying similar clinical phenotype of arthritis represent different
immunologic models of inflammation. Genes Immun. 2008 Oct;9(7):591-601. (IF
4.53)

Kapitany A., Szab6 Z., Lakos G., Aleksza M., Végvari A., Soos L., Karanyi Z.,
Sipka S., Szegedi G., Szekanecz Z.: Associations between serum anti-CCP
antibody, rheumatoid factor levels and HLA-DR4 expression in Hungarian
patients with rheumatoid arthritis. Isr Med Assoc J (IMAJ), 10: 32-36, 2008. (IF
0,58)

Szekanecz Z., Soés L., Szabd Z., Fekete A., Kapitany A., Végvari, A., Sipka, S.,

Sziics G., Szanto S., Lakos, G.: Anti-citrullinated protein antibodies in rheumatoid
arthritis: as good as it gets? Clin Rev Allergy Immunol, 34: 26-31, 2008. (IF 2.07)

56



7. Besenyei T, Végvari A, Szab6 Z, Szekanecz Z.: Az endothelsejtek, leukocita
migrici6, chemokinek és angiogenezis jelentdsége gyulladdsos reumatoldgiai
korképekben. Magy Immunol, 2008/1-2: 4-21, 2008. (IF 0)

8. Szant6 S., Aleksza M., Mihdly E., Lakos G., Szab6 Z., Végvari A., Sipka S.,
Szekanecz Z.: Intracytoplasmic cytokine expression and T cell subset distribution
in the peripheral blood of patients with ankylosing spondylitis. J Rheumatol, 2008
Nov 1 [Epub ahead of print] (IF 3.15)

9. Szekanecz, Z., Aleksza, M., Antal-Szalmas, P., Soltész, P., Veres, K., Szanto, S.,
Szabé, Z., Végvari, A., Szamosi, S., Lakos, G., Sipka, S., Szegedi, G., Varga, J.,
Sziics G. Combined plasmapheresis and high-dose intravenous immunoglobulin
treatment in systemic sclerosis for 12 months: follow-up of immunopathological
and clinical effects. Clin Rheumatol, 2008 Dec 6 [Epub ahead of print] (IF 1.64)

10. Kerekes G, Soltész P, Dér H, Veres K, Szabé Z, Végvari A, Shoenfeld Y,
Szekanecz Z.: Effects of biologics on vascular function and atherosclerosis
associated with rheumatoid arthritis. Ann NY Acad Sci, in press. (IF 1.73)

11. Kerekes G, Soltész P, Dér H, Veres K, Szab6 Z, Végvari A, Szegedi G,
Shoenfeld Y, Szekanecz Z. Effects of rituximab treatment on endothelial
dysfunction, carotid atherosclerosis and lipid porofile in rheumatoid arthritis. Clin
Rheumatol 2009 March 25 [Epub] (IF 1.64)

IF: 29.05

Osszes IF: 37.19

10. Targyszavak:

spondylitis ankylopoetica; proteoglikdn indukalta spondylitis; fogékonysdgi gének;
kapcsoltsdg analizis; HLA-B27 kapcsoltsdg; genomsziirés

Keywords: ankylosing spondylitis; proteoglycan induced spondylitis; susceptibility

genes; linkage analysis; HLA-B27 association; genome scan

57



11. Koszonetnyilvanitas

Haélas koszonetemet fejezem ki Dr. Szekanecz Zoltdn professzor trnak és Dr.
Glant Tibor professzor trnak, akik kutatémunkamat irdnyitottdk, a témavalasztasban és a
munka gyakorlati megvaldsitdsdban nélkiilozhetetleniil fontos segitséget nytjtottak.

Koszonetet mondok minden kollégdmnak és bardtomnak, hogy tandcsaikkal,
tdamogatasukkal munkam elkésziiltéhez hozzajarultak.

Koszonet csalddomnak a tdmogatdsaért €s buzditdsaért, mely lehetové tette e

munka elkészitését.

58



