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1. BEVEZETÉS 

 

A rheumatoid arthritis (RA) autoimmun gyulladásos betegség, mely a népesség 

körülbelül 1%-át érinti, ezen belül a nık aránya 60-70%. Az RA nemcsak gyakorisága, hanem 

a betegség krónikus lefolyása és súlyos következményei által is kiemelkedı fontosságú a 

betegségek között. A diarthrodiális ízületekben kialakuló gyulladásos folyamat ugyanis 

synovialis pannus képzıdéséhez, majd az ízületi porc és a subchondralis csont erosiojához 

vezetve az érintett ízületek súlyos destrukcióját és következményes funkciózavarát okozza. A 

RA mozgásszervi megnyilvánulásai a kéz és láb kisízületeinek szimmetrikus gyulladása 

mellett gyakran megfigyelhetık a csuklókban, bokákban, térdekben és egyéb perifériás 

ízületekben is, mely a betegek önellátását, mozgását is jelentısen korlátozza. Ráadásul a 

gerinc érintettsége az atlantoaxiális ízület destrukciója következtében hirtelen halállal is 

fenyegeti a RA-ben szenvedı beteget. A betegség ízületi manifesztációi mellett a belsı 

szervek (pl. tüdı) is súlyosan érintettek lehetnek, valamint a betegség kezelésében alkalmazott 

gyógyszerek (pl. szteroidok, antimetabolitok stb.) jelentıs mellékhatások veszélyével 

fenyegetnek. A fentiek alapján a RA-szel kapcsolatos kutatások napjaink kísérletes 

reumatológiájának sarokkövét jelentik.   

A RA etiológiája az intenzív kutatások ellenére mindmáig nem tisztázott teljesen. 

Környezeti tényezık éppúgy szerepet játszanak patogenezisében, mint a genetikai faktorok 

(1;2). A genetikai tényezıkön belül a fı hisztokompatibilitási komplex (MHC) valószínőleg a 

legfontosabb prediszpozíciós tényezı a RA kialakulása szempontjából (2-5), de az MHC 

önmagában nem elégséges a betegség kialakításához (2;6;7). Ezt támasztja alá az is, hogy az 

elmúlt években számos lokuszt azonosítottak az MHC-n kívül is, mely szintén szerepet 

játszhat a betegség mechanizmusában (8-11). 
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A RA összefüggése bizonyos HLA allélekkel már több mint két évtizede ismert (12), 

és az elmúlt években ezen MHC allélek nagyszámú alcsoportját fedezték fel. Bár jelentıs 

eltérések vannak a különbözı etnikai csoportok között, nyilvánvalóvá vált, hogy a HLA-

DRB1 *0101, *0401, *0404 vagy *0405 allélek valamelyikét hordozó egyének nagyobb 

valószínőséggel betegednek meg RA-ben, mint az ezen alléleket nem hordozók (13;14). A 

különbözı MHC allélek azonban komplex csoportokban öröklıdnek, és mivel a DRB allélek 

szoros „linkage disequlibriumban” vannak olyan DQB1 allélekkel, mint a DQB1*0301 

(HLA-DQ7) és a DQB1*0302 (HLA-DQ8)(15), nem könnyő meghatározni, hogy a HLA-

DRB1 vagy HLA-DQB1 allélek önmagukban, egymástól függetlenül, vagy kombinációban 

közösen segítik elı a RA kialakulását. 

 Miközben az MHC a legerısebb genetikai tényezı az RA iránti fogékonyságban, 

számos nem-MHC lokusz is kapcsolatot mutat a betegséggel olyan családokban, ahol több 

egyénben is elıfordult RA (8-11;16). Általános probléma viszont az ilyen, teljes genomot 

feltérképezı vizsgálatokban, hogy a humán populáció extrém nagy genetikai variációi miatt 

meglehetısen gyenge kapcsolat mutatható ki a nem-MHC lokuszok és a betegség iránti 

fogékonyság között (1). A nem-MHC lokuszok azonosítása során nyert humán vizsgálati 

eredmények kiegészítésére és megerısítésére hasznos kísérletes megközelítés volt az olyan 

rágcsálók alkalmazása, melyek indukált gyulladásos ízületi betegségei sok vonatkozásban 

hasonlítanak a RA-re (összefoglaló közlemények: (5;17)). 

A RA-ben tehát a genetikai tényezık bonyolult egymásra hatása eredményezi a 

betegség létrejöttét, és a betegség iránti fogékonyság szempontjából felmerülı MHC és nem-

MHC allélek szerepe nem teljesen tisztázott. Ráadásul arra sincsen egyértelmő bizonyíték, 

hogy miközben az elsıdlegesen károsított szerv az ízület, az ízületen belüli képletek közül a 

porcszövet, csont vagy a synovium valamely makromolekulája lehet-e az elsıdleges 

autoantigén, vagy válhat autoantigénné a gyulladásos folyamat során. Részben állatmodellek, 
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részben humán kutatások alapján a leginkább valószínősíthetı autoantigének a porc 

extracelluláris mátrixának (ECM) makromolekulái. A RA-re legjobban hasonlító 

állatmodellek közé azok tartoznak ugyanis, melyek a porc ECM valamely komponensével 

történı szisztémás immunizációval genetikailag fogékony egerekben és patkányokban 

válthatók ki. A szóbajövı antigének közül a II. típusú kollagénrıl, a proteoglikánról (PG) 

(aggrekán), a link proteinrıl és a humán porc glycoprotein-39-rıl igazolódott, hogy 

használhatók arthritis kiváltására (18-22), vagyis valószínőleg szerepelhetnek autoantigénként 

humán viszonyok között is. Ugyancsak az ECM makromolekulák RA pathomechanizmusában 

betöltött központi szerepe mellett szól az is, hogy a porc egyike azon néhány szövetnek, mely 

avaszkuláris, ezért nincs kitéve a belsı immunológiai „surveillance”-nek. A porcmátrix 

károsodása esetén azonban az ECM molekulák felszabadulhatnak, és az immunrendszer által 

felismerve autoimmun gyulladásos folyamatokat indukálhatnak. Ezt a felvetést támasztja alá, 

hogy a humán porc PG elleni humorális és celluláris immunitás kimutatható volt esetenként 

RA-ban és juvenilis RA-ban szenvedı betegeken (23-27). 

A porc PG aggrekán és a II. típusú kollagén a porc ECM-ának két legfontosabb 

strukturális összetevıje, melyek szintéziséért a viszonylag ritkán elhelyezkedı chondrocyták 

felelısek. A porc többféle PG-t tartalmaz, így a nagy aggregáló PG-t és a kis PG-okat 

(biglycan, decorin, fibromodulin és lumican). Ezek közül a PG aggrekán  a legjelentısebb 

tömegő, mely a porc szárazanyag tartalmának kb. 20%-át teszi ki. A PG aggrekán molekulák 

százai kapcsolódnak egyetlen hialuronsavlánchoz, egy nagy aggregátumot alkotva, ami a II. 

típusú kollagén szálak hálóját megköti. Az aggrekán név ezen PG molekula hialuronsav kötı 

és aggregátum képzı képességére utal, és központi szerepe miatt az aggrekán és a PG neveket 

gyakran szinonimaként használják a molekula megnevezésére. A PG központi fehérjeszála 

mintegy 2400 aminosavból áll, amihez glükózaminoglikán (GAG) oldalláncok (chondroitin- 



 6 

szulfát és keratan-szulfát) kovalens kötéssel kapcsolódnak (17), melyek nagy mennyiségő 

vizet megkötve biztosítják a porc rugalmasságát (1. ábra).  

 

 

1. ábra A porc proteoglikán aggrekán (PG) sematikus ábrázolása. A humán porc PG (Mr 
~2-3x106 dalton) egy hosszú központi protein láncot (2396 aminosav) tartalmaz, amihez 
chondroitin-szulfát (CS; Mr ~2-3x104 dalton) és keratan-szulfát (KS; Mr ~1-2x104 dalton) 
glükóz aminoglikán oldalláncai kapcsolódnak, O-kapcsolt és N-kapcsolt 
oligiszacharidokkal együtt (17). A közpoti fehérjeláncban a következı domének, 
szubdomének találhatók: a G1 domén az A, B, és B’ győrőkkel, az interglobuláris domén 
a G1 és G2 domének között, a G2 domén a B és B’ győrőkkel; a KS gazdag régió (Ksrr) a 
G2 domén és a CS kötı régió között, a CS (CS1+CS2) kötı régiók és a G3 domén, mely 
az epidermális növekedési faktor szerő, lektin kötı szerő és komplement szabályozó 
protein szerő szubdoméneket tartalmazza. Mintegy 100-120 CS oldallánc kapcsolódik a 
központi lánc egy hosszú, de korlátozott szakaszához (CS kötı régió). Bár a legtöbb KS 
lánc egy rövid régióra korlátozódik, KS oldalláncok a központi fehérjelánc teljes 
hosszában jelen lehetnek és gyakran elfedik a T sejt epitópokat. A PG molekula N- és C-
terminális végeink részletesebb strukturális jellemzıi láthatók az ábrán bekeretezve, míg a 
nyilak a G1 és G3 domén arthritogén T sejt epitópjainak pozícióit mutatják.  

 

A nagyszámú GAG oldallánc (>120/PG molekula) elfedheti a központi fehérjelánc 

antigénhelyeit, így az intakt PG relatíve gyenge antigén. A negatív töltéső GAG oldalláncok 

enzimatikus eltávolítása jelentısen növeli a molekula PGIA indukciójában kihasznált 

immunogenitását (17). Néhány szerkezeti változás, mint a részleges deglikoziláció (28) vagy 

a központi fehérjelánc hasítása különbözı metalloproteinázok által (29;30) in vivo is 

létrejöhet a normál porc PG turnovere során, és ezek a változások még jelentısebbek 
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gyulladásos körülmények között. A PG lebomlásakor létrejövı fregmentumok kiválthatnak 

és/vagy fenntarthatnak immunreakciókat a fogékony állatok vagy a RA-es betegek 

ízületeiben. A fentieknek megfelelıen, a PG központi fehérjeszála intakt formában gyenge B 

sejt stimulátor, de proteolitikus lebontása, pl. metalloproteinázok által olyan neoepitópokat 

generál, melyek jelentısen immunogének akár autológ, akár heterológ rendszerekben (31;32). 

Ráadásul a GAG specifikus B sejtek, melyek chondroitin-szulfát vagy keratan-szulfát ellen 

termelıdtek, kiváló antigén prezentáló sejtekké válva jóval effektívebben tudják prezentálni a 

PG-t a T sejteknek, mint azt a makrofágok teszik. Ez a B sejt receptorokon keresztüli 

effektívebb PG felvételt és/vagy intracelluláris feldolgozást eredményezhet. A gyenge B sejt 

stimulációval szemben a PG-al szemben jelentıs T sejtes válasz indukálható. Bár a különbözı 

törzsek közötti jelentıs fokú PG szerkezeti homológia alapján csak korlátozott számú 

immunodomináns régió volna várható a PG központi fehérjeláncán, a humán porc PG 27 és 

21 T sejt epotópja váltott ki T sejtes választ BALB/c és C3H egerekben (33;34). A humán 

porc PG elleni immunválasz kimutatható RA-es betegekben is (24;25;27), alátámasztva azt a 

hipotézist, hogy más autoantigénekhez hasonlóan a humán porc PG az autoimmun 

gyulladásos reakció célpontja lehet RA-es ízületi folyamatokban. 

A PG-indukált arthritis (PGIA) sok hasonlóságot mutat a RA-hez a klinikai kép, az 

immunológiai tényezık, a radiológiai elváltozások és a diarthrodiális ízületek hisztopatológiai 

képe vonatkozásában (összefoglaló közlemény: (17). Az állatmodell a genetikailag fogékony 

BALB/c vagy C3H egértörzsekben váltható ki keratan-szulfát és chondroitin-szulfát 

oldalláncuktól megfosztott humán porc eredető PG-nal. A PGIA kiváltása során 

hagyományosan 100-150 µg antigén proteint (porc PG) használnak, melyet az elsı injekció 

során komplett Freund adjuvánsban emulgeálnak. A komplett Feund adjuvánsban jelenlevı 

mycobacterialis hısokk proteinek ugyanis közismerten hatásos nem-specifikus 

immunstimulátorok, melyek jelentısen potenciálják a szisztémás T sejt válaszokat (35;36). A 
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következı injekciók során az antigént ásványi olaj emulzióban (inkomplett Freund adjuváns) 

alkalmazzák, melyek nem tartalmaznak mycobacterialis összetevıket. Az ásványi olajok vagy 

olajszármazékok, mint a prisztán, synovialis gyulladásokat válthatnak ki különbözı 

(fogékony) rágcsáló törzsekben (37-39). A complett Freund adjuváns azonban éppen a hısokk 

protein tartalmánál fogva, nemcsak az arthritis kialakulását segíti elı, hanem a kísérletes 

állatok jelentıs leromlásához, gyakran elvesztéséhez vezet. Ráadásul a peritonealis őrben az 

injekciók helyén az egerekben jelentıs mértékő irritáció és granulóma képzıdés figyelhetı 

meg (40), tovább rontva az állatok állapotát. Ezen negatív hatások csökkentéséhez és az 

arthritis incidenciájának és súlyosságának növeléséhez a közelmúltban kezdtek alkalmazni 

egyéb adjuvánsokat, igy a pozitív töltéső kvaterner amint, a dimethyldioctadecylammonium- 

bromidot (DDA), mellyel a komplett Freund adjuvánst részben vagy teljes egészében 

helyettesíteni lehetett (41).      

PGIA-ben az ízületi gyulladás kezdeti tünetei, melyek a végtagok hyperaemiájában és 

duzzanatában nyilvánulnak meg, az antigén második-negyedik intraperitoneális injekciója 

után alakulnak ki. Az gyulladás rendszerint a kis perifériás ízületek polyarticularis 

synovitisével kezdıdik. A betegség korai fázisában a synovium mononukleáris sejtes 

infiltrációját a synovialis sejtek és a fibroblastok nagyfokú proliferációja követi. Az arthritis 

megjelenése után megfigyelhetı hullámzó jellegő gyulladásos epizódok az ízületi porc 

destrukcióját és a subchondrális csont erózióját eredményezve a perifériás ízületek súlyos 

deformitásához vezetnek (20;42-47) (2. ábra).  
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2. ábra A PG-indukált arthritis (PGIA) klinikai, hisztopatológiai és röntgenképe BALB/c 
egerekben. Az A kép normál bokaízületet, míg  B kép egy súlyosan gyulladt bokaízületet 
mutat 2-3 héttel az arthitis kezdete után. A képek jobb felsı sarkában levı felvételek a 
megfelelı hátsó végtagok makroszkópos képét mutatják. A B képen látható bekeretezett 
területek nagyobb nagyítással láthatók a C és D képeken.  A csont és a csontot resorbeáló 
lágyszövet (pannus) közötti határvonalat szaggatott vonalak és fekete nyilak, míg a 
porceróziók helyét a tibia és a talus egymás felé nézı felszínén nyílfejek jelölik. A 
betegség ezen akut/szubakut fázisában az ízületben masszív limfocitás és granulocitás 
iniltráció mellett kiterjedt porc és csonteróziók is megfigyelhetık. A gyorsan proliferáló 
makrofág és fibroblaszt-szerő sejteket tartalmazó pannus különbözı citokineket és 
kemokineket termel, melyek más sejteket aktiválnak, és különbözı adhéziós receptorok 
expresszióját indukálják. A pannus sejtjei termelik a mátrix metalloproteinázokat is, 
melyek károsítják a porcot és a csontot. 

 

A betegség progressziójával az ízületek deformálódnak, a növekedési porcok és a gerinc 

intervertebrális discusai felszívódnak, és a gerinc ankilotizál (20;42;47). A gyulladásos 

folyamat a szervezet egyéb porcait, így a bordák, fülek és a légzıtraktus porcszöveteit nem 

érinti. 

A PGIA kialakulása a genetikailag fogékony egerekben az immunizáló (humán) és a 

saját (egér) PG közötti keresztreaktív immunválaszon alapul (42;43;48-50). Bár az 

immunizáló antigén elleni antitestek már az immunizációt követı második héten 
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megjelennek, majd a 8-12. hét között megfigyelhetı csúcsot mutatnak (43), valamint 

termelıdésük kifejezett korrelációt mutat a betegség incidenciájával, sem ezekkel az 

antitestekkel, sem a PG-specifikus B sejtekkel nem vihetı át a betegség naiv szingén egerekbe 

(44;49;51). A PGIA adoptív átviteléhez az arthritises állatok T és B sejtjeire egyaránt szükség 

van (44;52), és a PG specifikus Th1 sejtek synoviumban való megjelenése tőnik a 

legfontosabb komponensnek az arthritis kialakulása szempontjából (50-52). 

Akárcsak a RA, a PGIA is polygénes jellegő, és mind az MHC, mind a nem-MHC 

komponensek fontos szereppel bírnak az arthritis kialakulásában (53;54). A fogékonyságban  

domináló szerepet játszó MHC allélek mellett az elmúlt években sok nem-MHC fogékonysági 

lokuszt azonosítottak PGIA-ben, mely megfeleltek azoknak a humán kromoszóma régióknak, 

melyeket családvizsgálatok segítségével azonosítottak RA-ben (17). 

 Jelen munkám során egérmodellben igyekeztem megvalósítani, illetve modellezni a 

humán RA-re pathomechanimusához leginkább hasonlító kísérletes arthritist. Ehhez olyan 

genetikailag manipulált egereket használtunk, melyek saját II. osztályú MHC molekulájának 

expressziójára nem voltak képesek, ugyanakkor expresszáltak különbözı humán HLA II. 

osztályú antigéneket. Ezen HLA antigének közül a humán populációs vizsgálatok alapján RA-

re fogékonyságot közvetítı HLA-DR4 és HLA-DQ8-at, a neutrális HLA-DR3-at és a potektív 

HLA-DR2-t vizsgáltuk. Ráadásul a PGIA-t humán porc eredető PG-al indukáltuk. Vagyis az 

egérmodell és a kísérletes arthritis egerekben megvalósított humán kísérletnek is volt 

tekinthetı abban a vonatkozásban, hogy az emberi PG, mint autoantigén, humán HLA 

antigének általi bemutatását monitoroztuk. A humán porc PG aminosav szekvenciájának 

ismeretében vizsgálni lehetett a lehetséges PG epitópok immunválaszban betöltött szerepét, 

következtetve az egyes PG szakaszok immunogenitására és arthritis indukcióban betöltött 

szerepére is. Emellett, mivel a vizsgált egerek közül a HLA-DR4-et és HLA-DQ8-at 

expresszálók rendelkezésre álltak arthritisre rezisztens (kevert) és arthritisre fogékony 



 11 

(BALB/c) genetikai háttérrel is, vizsgálni lehetett a nem-MHC genetikai háttér szerepét is a 

kisérletes arthitises egérmodellben. 
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2. CÉLKITŐZÉSEK 

 

Kísérletes munkám során olyan transzgenikus egereket használtam, amelyek II. osztályú 

humán MHC  alléleket expresszálnak, de hiányoznak belılük a saját II. osztályú antigének 

(Aβ0 deficiens/vagy Ab0/)(55). Ezekben az egerekben, valamint vad típusú BALB/c 

egerekben humán porc eredető PG-al indukáltunk arthritist. 

A fent leírt egér arthritises modell alkalmazásával arra kerestem a választ, hogy 

 

1. a HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DR4 és HLA-DQ8 II. osztályú molekulák tudják-e a 

humán porc PG-t egér T sejt számára prezentálni. 

2. a megjósolható PG epitópok közül melyek indukálnak jelentıs fokú T sejtes 

immunválaszt immunizált egerekben, utalva ezen T sejt epitópok domináns szerepére 

az arthritis indukciójában.  

3. A domináns T sejt epitópok milyen citokin választ indukálnak az immunizált 

egerekben, következtetve ezzel az epitóp arthritis-indukáló (Th1) vagy arthritis ellen 

védı (Th2) szerepére. 

4. Az eredeti arthritisre rezisztens (kevert) és az arthritisre fogékony (BALB/c) genetikai 

háttér mellett lehet-e arthritist indukálni a humanizált egerekben, következtetve ezzel a 

genetikai háttér szerepére az arhritis kialakulásában.    
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

3.1. HLA II. osztályú transzgenikus egerek 

A kísérleteinkben használt egerek különbözı HLA II. osztályú alléleket expresszálnak, 

de a saját MHC II. osztályú molekulák vonatkozásában deficiensek (56). Saját mőködı II. 

osztályú MHC gént azért nem hordoznak, mivel a H-2Eα gén promoter régiójában jelenlevı 

spontán mutációt (H-2b haplotípusban) kombinálták a H-2Aβ gén célzott károsításával (Aβ0 

deficiens) (55).  

A DRB1*1502 (HLA-DR2.Ab0) transzgenikus egerek létrehozásához a HLA-

DRB1*1502 gént mikroinjektálták SWR X B10 embriókba, majd a „founder”-eket 

visszakeresztezték C57Bl/10 törzsbe, és a transzgént keresztezéssel átjuttatták H2-Ab0 

egerekbe. A DRB1*1502 molekula MHC heterodimerrel való expresszióját H2-Ab0 Ea 

transzgenikus egerekkel való keresztezéssel érték el (57). 

A DRB1*0301 (HLA-DR3.Ab0) transzgenikus egereket egy HLA-DRa-t tartalmazó 

genomikus fragment és egy DRB1*0301ß fragment (C57Bl/6 X DBA/2) F1 X C57Bl/6 

embriókba való injekciójával hozták létre. Ezt követıen a pozitív „founder”-eket 

visszakeresztezték C57Bl/10 törzsbe (58), majd a B10.M egerekbe való ismételt 

visszakeresztezés után a DR3 gént II. osztályú (H2 haplotípus)-negative H2-Ab0 törzsbe 

jutatták be keresztezéssel. 

HLA-DRB1*0401 (HLA-DR4.Ab0) transzgenikus egereket létrehozásának (59) 

kezdeti lépéseként a DRB1*0401 gén mutációját indukálták a humán MHC és az egér CD4 

molekulák interakciójának optimalizálásához (60). A vektort (SWR x B10) F1 egerekbe 

injektálták és a „founder” egereket keresztezték H2-Ab0Ea egerekkel hasonlóképpen, mint az  

HLA-DR2.Ab0 vonal esetén történt  (57). 
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A DQA1*0301 és DQB1*0302 (HLA-DQ8.Ab0) transzgenikus egereket létrehozása 

során (61) HLA szegmenteket tartalmazó kozmidokat mikroinjektáltak CBA/J X B10.M 

embriókba és a pozitív egereket visszakeresztezték B10.M egerekkel. Ezeket a transzgenikus 

egereket aztán szintén H2-Ab0 egerekkel keresztezték. 

Polymerase láncreakciót (PCR) használtunk a genomikus DNS szőrésére, ezzel volt 

kimutatható a megfelelı HLA II. osztályú transzgén jelenléte és a H-2A lokuszt szétválasztó 

neomycin rezisztencia gén jelenléte (55). A humán MHC II. osztályú antigének sejtfelszíni 

expresszióját perifériás vér leukocitákon flow cytometriás vizsgálattal is igazoltuk. Késıbbi 

kísérleteinkhez BALB/c genetikai háttér eléréséhez a DRB1*0401 (HLA-DR4) vagy 

DQA1*0301/DQB1*0302 (HLA-DQ8) transzgént hordozó egereket visszakereszteztük, 

ehhez „marker-asszisted speed congenic” metodikát használtunk. Vagyis a HLA II. osztályú 

transzgént és a neomycin rezisztencia gént együttesen hordozó visszakeresztezett hibrid 

hímeket elıször kiválasztottuk, majd a pozitív hímek közül mintegy 150 polimorfikus markert 

használva szőrtük ki a leginkább BALB/c genetikai háttérrel rendelkezıket (17;54;62). Így a 

legmegfelelıbb hímeket választottuk ki a következı keresztezésekre. Hét visszakeresztezés 

után a heterozigóta hímeket és nıstényeket (melyek mind a HLA II. osztályú transzgént, mind 

a neomycin rezisztencia gént hordozták) összekereszteztük, hogy homozigóta utódokat 

hozzanak létre. A homozigóta egereket flow cytometriával szőrtünk a HLA transzgén 

expressziójának és az I-Ad hiányának vizsgálatára. 

 

3.2. Antigének, immunizáció és az arthritis vizsgálata 

A teljes porc extraktumot humán felnıtt pocból nyertük 4M-os guanidin klorid 

extrakcióval (42;63). Az extraktumot ismételt CsCl  gradiens ultracentrifugálással tovább 

tisztítottuk disszociatív körülmények között (42;63). A tisztított PG extraktumot GAG 

oldalláncok eltávolítása érdekében kondroitináz ABC-vel (Seikagaku America, Falmouth, 
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MA, USA) kezeltük (5 egység/100 mg PG 0.1 mMTris-acetate puffer, pH 7.6, 24 h, 37 oC) 

(20;42;63). A PG-t ezt követıen endo-β-galaktozidázzal (Seikagaku America) emésztettük 

(0.1 egység/100 mg PG, sodium acetate puffer, pH 5.8) a felnıtt porcban jelenlevı keratan-

szulfát oldalláncok eltávolításhoz (42;48;63). Mivel a keratan-szulfát és a chondroitin-szulfát 

oldalláncok  PG számos domináns/arthritogén epitópját elfedhetik, ezen GAG oldalláncok 

eltávolítása kritikus fontosságú a PG központi fehérjelánc domináns/arthritogén T sejt 

epitópjainak felszínre hozásában (17;43;48). A PG extraktumot diethylaminoethyl (DEAE; 

Whatman, Clifton, NJ, USA) ioncserélı kromatográfiával nyertük ki (64). A meg nem kötött 

frakciót 0.15 M-os NaCl-dal nyertük ki, és hyaluronan-Sepharose-al absorbeáltuk (65) a GAG 

mentes G1 domének és a porc link protein eltávolításához (48). A mintákat vízzel szemben 

dializáltuk és liofilizáltuk. Az antigenitás szempontjából egyáltalán szóbajövı peptid 

szekvenciák teoretikus kiválasztása az MHC-kötı minták (66), a T sejt epitópokban gyakori 

α-helix amfipatikus szekvencia minták (67) és a hidrofób”strip-of-helix” algoritmus (68) 

alapján történt. Ezen válogatás eredményeképpen a kiválasztott összesen 143 PG központi 

fehérjelánc peptid (84 a G1 doménben és 59 egyéb régiókban) lefedte valamennyi feltételezett 

helyet 3 aminosavas eltolásokkal (33), és a nem feltételezett régiók mintegy 25 %-át is. A 

peptideket pin módszerrel szintetizáltattuk (Chiron Mimotopes, Raleigh, NC, USA). Ezt a 143 

peptidet használtuk a T sejtes válasz (T sejt proliferáció és interleukin-2 termelés) kezdeti 

szőrésére HLA-traszgenikus és vad típusú BALB/c egerekben. A T sejtes választ kiváltó 

peptideket amid-blokkolt C-terminussal szintetizáltattuk nagy mennyiségben (Research 

Genetics, Huntsville, AL, USA) és használtuk mind a peptid immunizációs kísérletekre, mind 

az epitóp-szőrési munkákra. A peptideket DMSO-ban oldottuk (10 mg/ml), majd 1 mg/ml-es 

koncentrációig tovább hígítottuk savanyított 0,1M-os foszfát pufferben (pH 4,5), ezt követıen 

-20 oC-on tároltuk. 
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A kísérleti protokollokat a chicagoi Rush Egyetem Orvosi Központjának 

Állatgondozói és Felhasználói Bizottsága hagyta jóvá. Valamennyi egeret azonos 

körülmények között tartottunk. Epitóp szőrésre 6-8 hetes egereket injekcióztunk 100 µl 

komplett Freund adjuvánsban (CFA; Difco, Detroit, MI, USA) feloldott 100 µg PG antigénnel 

vagy 50 µg szintetikus peptiddel. Az injekciókat intraperitoneálisan vagy a hátsó végtagi 

talpbır alá adtuk. Az egereket a „priming” injekció után 9 nappal, vagy a harmadik 

intraperitoneális immunizációt követı 9-10 nappal véreztettük el. Az intraperitoneálisan oltott 

egerekbıl a lépet, a talp bıre alá immunizált egerekbıl a popliteális és az inguinalis 

nyirokcsomókat távolítottuk el. A lép vagy a nyirokcsomó sejtek T sejtes válaszát 25 µg/ml 

szintetikus peptid jelenlétében három vagy négy párhuzamos méréssel határoztuk meg. 

Arthritis kiváltásához különbözı HLA II. osztályú transzgénket expresszáló és saját 

endogén II. osztályú MHC molekulát tekintve deficiens egereket, valamint ezek vad típusú 

testvéreit 3 hetes idıközökkel intraperitoneálisan immunizáltuk. Az egereket felváltva 

injekcióztuk (minden második injekció) 200 µl PBS-ben (pH 7,4) oldott 200 µg PG-al és 1 mg 

dimethyldioctadecylammonium-bromiddal (DDA; Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) (17), 

illetıleg 100 µl PBS-ben (pH 7,4) és 100 µl komplett Freund adjuvánsban emulgeált 200 µg 

PG antigénnel. A vad típusú testvérek mellett, amikor egy új kísérletes csoportot 

immunizáltunk, 10-12 korban egyezı BALB/c nıstény egeret (National Cancer Institute, 

Frederick, MD, USA) szintén immunizáltunk azonos dózisú PG antigénnel és adjuvánssal, 

pozitív kontrollként alkalmazva ezt a csoportot. Valamennyi immunizált egér végtagjait a 

második antigén injekcióig (21. nap) hetente egy alkalommal, majd hetente 3 alkalommal 

megvizsgáltuk, hogy az arthritisek kialakulását és progresszióját pontosan észlelhessük. Az 

ízületi duzzanat megjelenését tekintettük az arthritis kialakulási idejének. Az általánosan 

elfogadott értékelési rendszert, mely a gyulladáson és hyperaemiáján alapul (0-4-ig minden 

végtagon, a maximális lehetséges 16-os értékkel állatokként) használtuk a betegség 
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súlyosságának becslésére (17;20;42). Az arthritises és nem arthritises állatok végtagjait 

kimetszettük, fixáltuk és decalcifikáltuk, majd paraffinba ágyaztuk. A szöveti metszeteket 

hematoxylinnal és eozinnal festettük meg hisztopatológiai vizsgálat céljára. 

 

3.3. Az antigén-specifikus T sejt válaszok, antitestek és citokinek mérése 

A PG immunizált egereket, hacsak nem használtuk azokat peptid azonosítási 

kísérletekre, 4-5 héttel az ötödik antigén injekció után véreztettük el (kb. 112-129 nappal az 

elsıdleges immunizálás után). Az egerek szérumait összegyőjtöttük, a lép és nyirokcsomó 

sejteket a PG/peptid specifikus T sejt válaszok mérésére használtuk. Az antigén specifikus 

válaszokat 50 µg PG protein/ml vagy 25 µg/ml szintetikus peptid jelenlétében négy 

párhuzamos mintában mértük (3x105 sejt/lyuk, 96 lyukú lemez). Az antigén specifikus 

interleukin-2 (IL-2) termelést a 48 órás felülúszóban CTLL-2 „bioassay”-vel mértük, a T sejt 

proliferációt pedig az ötödik napon határoztuk meg megmérve a 3H-thymidine beépülést 

(42;53;54;62). Az antigén specifikus T sejt választ (a direkt T sejt proliferációt vagy a CTLL-

2 sejtek válaszát a felülúszóban levı IL-2-re) stimulációs indexben fejeztük ki, amely az 

antigén stimulált tenyészetekben és a nem stimulált kultúrákban jelenlévı inkorporált 3H-

thymidine percenkénti beütésszámának arányaként definiálható. Az interferon-γ (IFNγ), 

interleukin-4 (IL-4) és tumor necrosis factor-α (TNFα) antigén specifikus termelıdését, 

pontosabban a citokinek koncentrációját a sejttenyészet felülúszójában (3x106 sejt/ml), a 

tenyésztés negyedik napján ELISA technikával mértük meg (BD Biosciences, San Diego, CA, 

USA vagy R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (53;54;62).  

A PG specifikus antitesteket szintén ELISA-val mértük meg(53;54;62). A Maxosorp 

„immunoplate”-eket (Nunc, Roskilde, Dánia) humán vagy egér porc PG-vel fedtük (0,1 µg 

protein/lyuk, 96 lyukú lemez), majd a szabad kötıhelyeket PBS-ben (pH 7,4) oldott 1%-os 

zsírmentes tejporral blokkoltuk. A szérumokat növekvı hígításban alkalmaztuk, és mind a 
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teljes anti-PG antitestek mennyiségét, mind a PG-specifikus antitestek izotípusainak 

koncentrációját meghatároztuk peroxidáz-konjugált kecske anti-egér IgG-vel (Accurate, 

Wetbury, NY, USA), vagy patkány anti-egér IgG1-el és IgG2a-val (Zymed, San Francisco, 

CA, USA), mint szekunder antitestekkel (53;54;62). A szérum antitest koncentrációkat a 

megfelelı egér IgG izotípus standardok (valamennyi a Zymedtıl) vagy tisztított egér IgG 

(Sigma-Aldrich) révén számítottuk ki (53;54;62). 

 

3.4. Flow cytometria 

Az egér II. osztályú MHC és a HLA molekulák antigén prezentáló sejtek felszínén 

történı expressziójának meghatározásához heparinizált perifériás vért vagy lépsejteket 

használtunk. A sejteket fluoreszcein isotiocianáttal vagy fikoeritrinnel jelzett egér I-Ad és 

humán HLA-DR vagy HLA-DQ elleni monoklonális antitestekkel (BD Biosciences) jelöltük, 

és az egyes vagy kettıs festéső minták fluoreszcenciáját mértünk és analizáltunk FACSscan 

flow cytométerrel és CellQuest software-el (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) 

(56;69).  

 

3.5. Statisztikai analízis 

Statisztikai analízist az SPSS program 7.5 verzióját használva végeztünk (SPSS, 

Chicago, IL, USA). Mann-Whitney és Wilcoxon teszteket alkalmaztunk csoportok közötti 

összehasonításra. A 0.05-nél kisebb P értékeket tekintettük szignifikánsnak. 
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4. EREDMÉNYEK 

 

4.1. Vad típusú BALB/c egerek szisztémás immunizációja humán porc proteoglikánnal 

és komplett Freund vagy dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) adjuvánsok 

alkalmazásával 

A PGIA indukciójában az antigént hagyományosan komplett Freund adjuvánsban 

emulgeálják és alkalmazzák intraperitoneális injekció formájában genetikailag fogékony 

egerekben. A komplett Frend adjuváns intraperitonealis injekciója két, de még inkább három 

alkalommal a kísérletes állatok 15-30%-nak elvesztéséhez vezet, ezért az immunizálási 

folyamatban a második és harmadik injekció során ásványi olajban (inkomplett Freund 

adjuváns) emulgeált antigént használnak. Mivel ezzel az immunizálási módszerrel a harmadik 

antigén injekció után csak 30-40%-os arthritis incidencia érhetı el, gyakran szükség van a 

negyedik antigén/komplett Freund adjuváns injekcióra is, ami viszont jelentıs mortalitással és 

letalitással jár. A halálozás csökkentéséhez, az arthritis incidenciájának és súlyosságának 

növeléséhez elızetes kísérleteink során az elsı, harmadik és ötödik antigén injekciót DDA 

adjuvánssal együtt alkalmaztuk, és ennek hatását összehasonlítottuk a hagyományos 

immunizálási eljárással. A DDA adjuváns alkalmazásával az immunizálással kapcsolatos 

mortalitás gyakorlatilag megszőnt, az arthritis incidenciája a harmadik injekció után elérte a 

100%-ot, és a kumulatív indexszel jellemezhetı súlyosság meghaladta a hagyományos 

immunizálási eljárással elérhetıt. Ezen eredmények alapján kísérleteink további részében 

arthritis indukciójára a PG-t felváltva alkalmaztuk DDA-ban és komplett Freund adjuvánsban. 
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3. ábra A proteoglikán indukált arthritis incidenciája és súlyossága humán porc 
proteoglikán aggrekánnal való immunizációt követıen. A PG-t komplett Freund 
adjuvánsban (FCA) (tömött nyíl), inkomplett Freund adjuvánsban (IFA) (üres nyíl) és 
dimetthyldioctadecylammonium-bromidban (DDA) (árnyékolt nyíl) emulgeáltuk. A. Az 
arthritis incidenciáját hetente kétszer vizsgáltuk. B. Minden állat minden végtagját 
megvizsgáltuk hetente kétszer a gyulladás vonatkozásában (0-4 score), ami minden 
immunizált állatnál egy arthritis score-t eredményezett (0-16 score). A nyilak az injekciók 
idejét jelölik. Az ábrán négy független kísérlet eredményét (n = 10-15 állat kísérletenként) 
összegeztük.   

 

4.2 Az eredeti kevert (PGIA rezisztens) genetikai háttérrel rendelkezı HLA-

transzgenikus egerek szisztémás immunizációja 

Az eredeti kevert (vagyis PGIA rezisztens) genetikai hátérrel rendelkezı HLA-

traszgenikus egereket (HLA-DR2.Ab0, DR3.Ab0, DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 transzgenikus 

vonalak) és PGIA-re fogékony vad típusú BALB/c egereket (pozitív kontroll csoport) 

immunizáltunk, és vizsgáltunk arthritis elıfordulására kísérleteink kezdetén. A PGIA-re 

fogékony BALB/c egerek mintegy 70%-a fejlesztett ki arthritist 7-10 nappal a harmadik PG 

injekció után, és 100%-a lett arthritises a negyedik PG injekciót követı 3 héten belül. Ezzel 

szemben a HLA-transzgenikus egerek (30-102 immunizált állat az egyes vonalak esetén) 

perifériás ízületeiben a gyulladásnak sem klinikai, sem szövettani jele nem volt észlelhetı 

még 4 héttel az ötödik PG antigén injekciót követıen sem (1. táblázat). 
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1. táblázat  HLA-DR4.Ab0 és HLA-DQ8.Ab0 traszgenikus kevert genetikai hátterő és vad 
típusú BALB/c egerek PG indukált arthritisének jellemzıi* 
 

 
        Arthritis incidencia   Arthritis megjelenés   Arthritis súlyossági 
         Arthritises/összes             napja         foka 
        (%)           átlag±SD          átlag±SD  
BALB/c egér csoport              
 
 
HLA-DR2.Ab0  0/43 (0)    nem értelmezhetı    nem értelmezhetı 
transzgenikus 
 
HLA-DR3.Ab0  0/30 (0)     nem értelmezhetı    nem értelmezhetı 
transzgenikus 
 
HLA-DR4.Ab0  0/102 (0)    nem értelmezhetı    nem értelmezhetı 
transzgenikus 
 
HLA-DQ8.Ab0  0/75(0)         nem értelmezhetı     nem értelmezhetı 
transzgenikus 
 
Vad típus   63/63 (100)   55±3   6,1±0,9 
(pozitív kontroll) 
 
 
*Az egereket 200 µg humán porc PG-nal (PG; proteinként mérve) és adjuvással 5 alkalommal 
intraprioneálisan immunizáltuk 4 független kísérletben. A kísérleteket az elsı injekciótól 
számított 112-138 napon fejeztük be (részletesen ld. az Anyagok és módszerek részt). Az 
arthritis megjelenési napjának és az arthritis súlyossági fokának megállapításánál csak az 
arthritises állatokat vettük figyelembe. 
 

4.3 A proteoglikán elleni sejtes és humorális immunválasz mérése 

proteoglikán/adjuvánssal immunizált HLA-traszgenikus és vad típusú BALB/c 

egerekben 

Annak megítélésére, hogy a csökkent immunválasznak tulajdonítható-e az arthritis 

hiánya transzgenikus egerekben, megmértük mind a PG elleni sejtes és humorális 

immunválaszt a PG/adjuvánssal immunizált HLA-traszgenikus és vad típusú BALB/c 

egerekben. Az antigén specifikus T sejtes válaszok, akár a proliferációt, akár az IL-2 termelést 

mértük (CTLL-2 bioassay), a különbözı transzgenikus vonalakban és az arthritises BALB/c 

egerekben nagyon hasonlóak voltak (4A. ábra). Ugyanez volt a helyzet, amikor a PG-
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antigénnel elıimmunizált nyirokcsomó sejteket vagy az elsı, második vagy harmadik 

intraperitonealis injekció után a lépsejteket teszteltük. Hasonlóan a T sejtes válaszhoz, 

mindegyik transzgenikus egérvonal mutatott humán PG elleni antitestválaszt az immunizáció 

után, bár a PG specifikus IgG1 és IgG2a szérumszintje alacsonyabb volt a HLA-transzgenikus 

egerekben (kivéve a HLA-DQ8.Ab0 csoportot), mint a vad típusú BALB/c egerekben (4B. 

ábra). Ezek az eredmények azt mutatják, hogy miközben egyetlen HLA-transzgenikus vonal 

sem fejlesztett ki arthritist, valamennyi jól reagált a humán porc PG-al történt immunizációra, 

vagyis az egér T sejtek hatékonyan prezentálták a humán PG-t a HLA II. osztályú 

transzgénekkel együttmőködve. 
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4. ábra Proteoglikánnal (PG) immunizált HLA-DR2.Ab0, HLA-DR3.Ab0, HLA-
DR4.Ab0, HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus (valamennyiben hiányzó saját II. osztályú 
hisztokompatibilitási komplex molekulával [Ab0]) és vad típusú BALB/c egerek 
immunválaszai (n=12 egér/csoport). Az egereket a negyedik PG és komplett Freund 
adjuváns injekció után 9-10 nappal öltük meg, és A, az antigén specifikus T sejt 
proliferációt és intrleukin-2 (IL-2) termelést és B, a PG specifikus IgG1 és IgG2a 
antitestek szérum koncentrációját határoztuk meg. Az értékek az átlagot és a SD-t 
mutatják. * = P < 0,05; ** = P < 0,01. SI = stimulációs index. 

 

4.4. A T sejt epitóp repertoár proteoglikánnal immunizált HLA-transzgenikus 

egerekben 

Mivel a HLA-transzgenikus egerek humán porc PG-al történt immunizációja T sejtes 

választ és antitesttermelést is kiváltott (4 ábra), a következı nyilvánvaló lépés annak 
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meghatározása volt, hogy a PG központi fehérjeláncának mely T sejt epitópjait prezentálták a 

különbözı MHC allélek. Ezekhez a kísérletekhez a HLA transzgenikus egereket (6-12 

csoportonként) humán PG-nal intraperitonalisan immunizáltunk, és in vitro meghatároztuk a 

feltételezett T sejt epitópoknak megfelelı 143 peptid elleni immunválaszt. Amellett, hogy 

valamennyi transzgenikus vonal kifejtett immunválaszt a teljes PG molekula ellen (4A. ábra), 

T sejt proliferációval számos PG peptid epitóp is azonosítható volt a központi fehérjeláncon 

belül. A 5. ábra azokat a peptid szekvenciákat foglalja össze, melyek T sejt proliferációt és 

IL-2 termelést váltottak ki a 4 HLA transzgenikus vonal közül legalább egyben, és egyúttal 

mutatja a pozitív peptidek lokalizációját a teljes PG központi fehérjeláncon belül. 
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Peptid szekvencia
  Peptid            

Elhelyezkedés

Domináns/összes epitóp (peptid) 2/11 3/15 11/20 8/15 3/9

A
B
B’

B
B’

EGF
LB

CRP

G1 domén

G3 domén

Interglobuláris domén

K
o
n

d
ro

it
in

 s
zu

lfá
t 
k
ö
tı

 d
o
m

é
n

KS-kötı
domén

G2 domén

G2

MHC allélek
Humán HLA-

DR2    DR3    DR4    DQ8 I-A
d

BALB/c

     

VETSDHDNSLSVSIP  1-15        -    -    +    -    - 

DNSLSVSIPQPSPLR  7-21        +    -    -    -    -  

LSVSIPQPSPLRVLL  10-24       -    +    -    -    + 

VLLGTSLTIPCYFID  22-36       -    +    +    +    - 

GTSLTIPCYFIDPMH  25-39       +    +    +    +    + 

LTIPCYFIDPMHPVT  28-42       +    +    +    +    - 

PMHPVTTAPSTAPLA  37-51       -    +    +    -    - 

STAPLAPRIKWSRVS  46-60       -    -    -    +    + 

GRVRVNSAYQDKVSL  73-87       -    +    +    -    + 

RVNSAYQDKVSLPNY  76-90       -    +    +    +    - 

PAIPSDATLEVQSLR  91-105      -    +    -    -    - 

PSDATLEVQSLRSND  94-108      -    -    +    -    -  

DGFHQCDAGWLADQTV  175-190     -    -    +    +    - 

PEKFTFQEAANECRRL  242-257     -    -    +    -    - 

AANECRRLGARLATT  250-264     -    +    -    +    - 

ECRRLGARLATTGHV  253-267     -    +    +    +    - 

GHVYLAWQAGMDMCS  265-279     +    -    +    +    - 

YLAWQAGMDMCSAGW  268-282     +    +    +    +    + 

WQAGMDMCSAGWLAD  271-285     +    +    +    +    - 

GMDMCSAGWLADRSV  274-288     -    -    +    -    - 

MCSAGWLADRSVRYP  277-291     -    -    +    -    - 

AGWLADRSVRYPISK  280-294     -    -    +    -    - 

LGVRTVYVHANQTGY  304-318     -    -    -    +    - 

RTVYVHANQTGYPDP  307-321     -    +    -    +    - 

GWLRDQTVRYPIVSPRTP -525     508 -    -    +    -    - 

ETSASGVGDLSGLPSG  944-959     +    -    -    -    - 

LSGETSGVPDLSGQP  1651-1665   +    -    -    -    - 

VSGESSRAEIGSSLP  1770-1784   +    +    -    -    + 

DSGSPDLSETTSAFHE  1989-2004   -    -    +    +    + 

VDAERRCREQQSHLSS  2208-2223   +    -    -    -    + 

LQKRSSRHPRRSRPST  2379-2394   +    +    +    +    + 

 

5. ábra A humán porc proteoglikán (PG) aggrekán sematikus ábrázolása és a humán PG 
központi fehérjeláncának HLA-DR2.Ab0, HLA-DR3.Ab0, HLA-DR4.Ab0, HLA-
DQ8.Ab0 egerekben kimutatható T sejt epitópokat tartalmazó peptid szekvenciái. Az ábra 
bemutatja azt a 31 HLA-pozitív peptidet, melyeket a humán porc PG érett központi 
fehérjeláncának elsı aminosavjától számoztunk. Arthritises BALB/c egerekben 27 T sejt 
epitópot azonosítottunk (33), és ebbıl a 27 I-Ad asszociált peptidbıl 9-et a négy vizsgált 
HLA allélbıl legalább egy szintén prezentálni képes (utolsó oszlop). A BALB/c egerekben 
leírt 4 domináns/arthritogén epitópból (17) 3 szintén pozitív volt DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 
egerekben is (szaggatott aláhúzás).A peptid/epitóp térképezı kísérletekben az egereket 9-10 
nappal  negyedik intraperitoneális injekció után öltük meg, és az antigén specifikus lépsejt 
proliferációt és és interleukin termelést határoztuk meg (6-12 egér/HLA-transzgenikus 
csoport). A más idıpontokban immunizált különbözı csoportok összehasonlítására a 
konzekvensen pozitív eredményeket stimulációs indexként (SI) fejeztük ki és 2-3 kísérlet 
eredményeit vontuk össze. A következetesen pozitív T sejt válaszokat SI>1,5 (+) és SI>2,5 
(árnyékolt +) ábrázoltuk. A vastagbetős, aláhúzott szekvenciák azok aT sejt epitópok, 
melyeket a DR4 kötı peptidnek jósoltak korábbi vizsgáltok (33;70;71). Figyelemre méltó, 
hogy a 31 HLA kötı pepid közül 24 volt a humán PG G1 doménjában azonosítható, és a 
két leginkább domináns peptid régió (a DR4 és DQ8 oszlopok bekeretezett területei) 
eredetileg nem voltak erıs T sejt epitópnak és/vagy DR4 kötı szekvenciának jósolhatók.  
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 Általánosságban megállapítható, hogy a különbözı HLA transzgént expresszáló 

egerek a PG epitópok különbözı csoportjait ismerték fel. A központi fehérjelánc G1 

doménjén belül azonban 2 olyan szakasz is elkülöníthetı volt, (p25-42 és p268-285 peptidek 

által képviselt régiók), melyek valamennyi HLA-transzgenikus egérben erısen 

immunogénnek bizonyult szekvenciákat tartalmaznak (5. ábra). Ráadásul a négy 

domináns/arthritogén peptid közül 3, amit korábban BALB/c egerekben azonosítottak 

(33;48), szintén T sejtes választ indukált HLA-DR4.Ab0 és/vagy HLA-DQ8.Ab0 egerekben. 

A G1 domén két domináns régiója (p25-42 és p268-285) mellett, számos részlegesen 

átfedı vagy nem átfedı peptid szintén T sejtes válaszokat indukált a négy különbözı 

transzgenikus vonalban (különösen a HLA-DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 transzgenikus egerekben), 

bár rendszerint kisebb intenzitással (4. ábra), mint a domináns régiókban levı peptidek. 

Összehasonlítva a négy HLA transzgenikus egércsoport epitóp profilját azt tapasztaltuk, hogy 

a pozitív peptidek kb. 50%-a erıs T sejtes választ indukált a DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 egerekben, 

míg ez az arány csak 20% volt a DR2.Ab0 és DR3.Ab0 egerek esetén (5. ábra). Ráadásul a vad 

típusú BALB/c egerekben azonosított domináns/arthritogén epitópok egyike (2379-2394 

aminosavak a G3 doménen belül (69) szintén pozitív volt DR4 és DQ8 transzgenikus 

egerekben is. Ez utóbbi epitóp esetén figyelemre méltó, hogy 1 vagy 2 konzervatív aminosav 

cseréjével tartalmazza a RA pathomechanizmusában kiemelkedı fontosságúnak tulajdonított 

„shared epitóp” szekvenciát (QKRAA).  

 

4.5. A HLA-DR4 és HLA-DQ8 transzgenikus egerek BALB/c genetikai háttérbe történt 

visszakeresztezésének hatása az arthritis iránti fogékonyságra 

Annak meghatározásához, hogy a HLA-DR4 és HLA-DQ8 allélek az egér eredeti II. 

osztályú MHC-jének hiányában, arthritisre fogékony genetikai háttér jelenlétében képesek-e 
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autoimmun arthritist mediálni humán PG-al történı immunizációt követın, a HLA-DR4 és 

HLA-DQ8 transzgenikus egereket visszakereszteztünk PGIA-re fogékony BALB/c genetikai 

háttérbe.  

Ezen két transzgenikus vonal kiválasztásában döntı jelentıségő volt, hogy a.) ismert a 

DR4 és DQ8 RA-el való szoros kapcsolata (13-15), b.) a PG központi fehérjeláncának számos 

pepid epitópja indukált erıs T sejtes választ ezekben a transzgenikus egerekben (5. ábra) és c.) 

a DR4 és DQ8 transzgenikus egerek a vad típusú BALB/c egerek domináns/arthritogén 4 

epitópja  közül legalább 2-re válaszoltak (33). 

Mint ezt 147 polimorfikus markerrel való szőréssel PCR technikával is 

megerısítettük, a visszakeresztezéseket követıen a 17. kromoszómán elhelyezkedı MHC 

lokuszt kivéve mindkét vonal tiszta BALB/c genetikai hátterővé vált. Másrészt flow 

cytometria révén ellenıriztük az eredeti egér MHC II. osztályú allél, illetve a sejtfelszíni 

fehérje hiányát és a funkcionáló transzgén jelenlétét. Ennek megfelelıen az I-Ad expresszió 

kimutatható volt a vad típusú BALB/c egerekben (6A. ábra), míg ez hiányzott mind a 

DR4.Ab0 transzgenikus/kongenikus (6B. ábra) és a DQ8.Ab0 traszgenikus/kongenikus (6C. 

ábra) egerekben. A flow cytometria szintén igazolta a DR4 allél expresszióját a lépsejtek kb. 

20 %-ának felszínén (6E. ábra), míg a DQ8.Ab0 a BALB/c egerek lépsejtjeinek 40-50%-án 

volt kimutatható a DQ8 (6I. ábra). 
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6. ábra Az I-Ad, HLA-DR és HLA-DQ allélek sejtfelszíni expressziójának flow 
cytometriás analízise PG aggrekán immunizált vad típusú BALB/c, illetve HLA DR4.Ab0 
és HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus/kongenikus BALB/c egerek lépsejtjein. A nyitott 
hisztogrammok az izotípus kontrollokat (háttér) mutatják; a sötétített hisztogrammok az I-
Ad, DR és DQ molekulák expresszióját ábrázolják. Az ábrán számos mérés egy-egy 
reprezentatív mintája látható.  

 

A hét -marker asszisztált- visszakeresztezés után a DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 

transzgenikus/BALB/c háttérre kongenikus egereket és a vad típusú BALB/c egereket 3 

független kísérletben immunizáltuk humán PG-al. Míg a vad típusú BALB/c egerek 70-80%-a 

fejlesztett ki arthritist a harmadik injekció után, és 100%-uk volt arthritises a negyedik PG 

injekciót követıen, mindkét transzgenikus/kongenikus vonal 5 antigén injekciót igényelt 

arthritis kifejlesztéséhez (2 táblázat). Miközben a HLA transzgenikus egerek arthritisének 

indukciójához legalább egy további antigén injekcióra volt szükség, a PGIA elıfordulási 

gyakorisága és súlyossága alacsonyabb volt a HLA-DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 

transzgenikus/kongenikus egerekben, mint a vad típusú BALB/c egerekben. Ez a különbség 

különösen kifejezett volt a DR4.Ab0 transzgenikus/kongenikus vonal esetén. 
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2. táblázat  HLA-DR4.Ab0 és HLA-DQ8.Ab0 traszgenikus BALB/c és vad típusú BALB/c 
egerek PG indukált arthritisének jellemzıi* 
 

 
        Arthritis incidencia   Arthritis megjelenés   Arthritis súlyossági 
         Arthritises/összes             napja         foka 
        (%)           átlag±SD          átlag±SD  
BALB/c egér csoport              
 
 
HLA-DR4.Ab0  16/66 (24) †  107±12†  3,7±1,7† 
transzgenikus 
 
HLA-DQ8.Ab0  18/43 (42) †  104±8†  5,2±1,3‡ 
transzgenikus 
 
Vad típus   55/55 (100)   54±2   5,9±0,8 
(pozitív kontroll) 
 
 
*Az egereket 200 µg humán porc proteoglikánnal (PG; proteinként mérve) és adjuvással 5 
alkalommal intraprioneálisan immunizáltuk 3 független kísérletben. A kísérleteket az elsı 
injekciótól számított 112-129 napon fejeztük be (részletesen ld. az Anyagok és módszerek 
részt). Az arthritis megjelenési napjának és az arthritis súlyossági fokának megállapításánál 
csak az arthritises állatokat vettük figyelembe.  
† p < 0,01 a vad típushoz viszonyítva 
‡ p < 0,05 a vad típushoz viszonyítva 
 

4.6. A PGIA klinikai és hisztopatológiai jellemzıi HLA transzgenikus BALB/c 

egerekben 

A HLA transzgenikus egerek arthritises ízülteinek hisztopatológiai jellemzıi 

hasonlóak voltak a vad típusú BALB/c egerekben észlelt arthritisekéhez (17;20;42). 

Miközben a klinikai jellemzık (2. táblázat), a korai szövettani eltérések és a betegség 

elırehaladása valamivel enyhébbnek tőntek HLA transzgenikus/kongenikus egerekben, mint 

vad típusú BALB/c egerekben, tulajdonképpen nem volt minıségi különbség a gyulladt 

ízületek hisztológiai képében a transzgenikus és a vad típusú állatok között (7. ábra). 
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A B

C D

Talus

Tibia

BALB/c -vad típus ( ontroll)k

BALB/c - HLA-DR4.Ab  
0 BALB/c - HLA-DQ8.Ab  

0

BALB/c - vad típus (immun.)

  

          

7 ábra Az egerek teljes hátsó lábának makroszkópos képe és  megfelelı hisztológiai 
metszetek A. normál, nem immunizált vad típusú BALB/c egér, B. proteoglikán (PG) 
immunizált arthritises vad típusú BALB/c egér, C. HLA-DR4.Ab0 
transzgenikus/kongenikus BALB/c és D. HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus/kongenikus 
BALB/c egér kb. 7-9 nappal a PG indukált arthritis kezdete után. (hematoxilin és eosin 
festés; eredeti nagyítás 4x-es) 

 

4.7. A proteoglikán specifikus peptidek immunogenitása HLA-DR4.Ab0 és HLA-

DQ8.Ab0 transzgenikus BALB/c egerekben 

A PG-al immunizált BALB/c genetikai hátterő  DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 

transzgenikus/kongenikus egerekben észlelt immunválaszok (T sejt proliferáció, 

antitesttermelés és epitóp térképezés) egészében nagyon hasonlítottak az azonos HLA allélt 

hordozó, de kevert genetikai hátterő egerekben észlelt immunválaszokra. A PG epitópok 

immunogenitásának további jellemzéséhez, a PG-al immunizált DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 

BALB/c egerek lépsejtjeit a PG központi fehérjeláncának kiválasztott epitópjainak megfelelı 

peptidek jelenlétében tenyésztettük, és megmértük az epitóp specifikus T sejt proliferációt és 

citokin termelést (8 ábra). 
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8. ábra Proteoglikán (PG) aggrekánnal hiperimmunizált HLA-DR4.Ab0 transzgenikus/ 
kongenikus BALB/c és HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus/kongenikus BALB/c egerek 
lépsejtjeinek epitóp specifikus T sejt poliferációja és citokin termelése (IL-2 CTLL-2 
bioassay-vel, IFNγ és IL-4). A vizsgált peptid epitópokat a 2. ábrán bemutatott „HLA-
pozitív” peptidek alapján választottuk ki. Az egereket 10-12 nappal a negyedik 
intraperitonealis PG injekciót követıen véreztettük el, és a lépsejtek peptid specifikus T 
sejt proliferációját (A), IL-2 (B), IFNγ (C) és IL-4 (D) termelését mértük meg (mindkét 
transzgenikus/kongenikus vonalból 6-6 egér 3 független kísérletben). Az értékeket átlag ± 
SD-ben adtuk meg. SI = stimulációs index. 

 

A 11 DR4 asszociált és a 8 DQ8 asszociált erıs/domináns peptid szintén pozitív 

választ hozott létre a DR4.Ab0 és a DQ8.Ab0 BALB/c egerekben (8A. ábra), hasonlóan a 

kevert genetikai hátterő DR4.Ab0 és a DQ8.Ab0 egerek esetében mért értékekhez. Míg 

azonban néhány peptid a PG-al immunizált BALB/c kongenikus/traszgenikus egerekben 

jelentıs mértékő T sejt proliferációt és jóval kisebb fokú IL-2 termelést váltott ki, mások 

éppen ellentétes választ indukáltak. A peptidekkel stimulált sejtek szignifikáns mennyiségő 

IL-2-t (8B. ábra) és IFNγ-t (8C. ábra) termeltek, ezzel szemben nagyon kis mennyiségő IL-4-

et (8D. ábra). Általában megállapítható volt, hogy magas IFNγ/IL-4 arány volt észlelhetı 

arthritises egerekben, ami rendszerint még kifejezettebb volt DQ8.Ab0, mint DR4.Ab0 



 31 

transzgenikus BALB/c egerekben. Ugyanakkor azonban szignifikáns összefüggés nem volt 

észlelhetı az arthritis jelenléte és bármely peptid T sejt általi felismerése között. 

 

4.8. A proteoglikán specifikus peptidek immunogenitása peptidekkel elıimmunizált 

HLA-DR4.Ab0 és HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus BALB/c egerekben 

A domináns és kriptikus PG epitópokat megkülönböztetéséhez a DR4.Ab0 és 

DQ8.Ab0 transzgenikus/kongenikus BALB/c állatokat elıimmunizáltuk azokkal az egyedi 

peptidekkel, amik erıs T sejtes válaszokat váltottak ki a teljes PG-vel való immunizáció után. 

Az egerek talpbıre alá adott peptid/komplett Freund adjuváns injekció után 9 nappal a 

poplitealis nyirokcsomókat eltávolítottuk, és a megfelelı (elıimmunizáláshoz használt) 

peptidekkel kiváltott proliferációs válaszokat és citokin termeléseket vizsgáltuk. A 9. ábra 

összefoglalja a PG/peptid specifikus T sejtes válaszokat, magában foglalva a citokin termelés 

profiljait is. 

A kiválasztott peptidek közül a p28-42 és p271-285-ös provokálta a legjelentısebb T sejtes 

proliferációt és a dominánsan Th-1 típusú citokin termelést mindkét transzgenikus vonalban. 

DQ8.Ab0 transzgenikus/kongenikus BALB/c egerekben, a nyirokcsomó sejtek stimulálása a 

p250-264 és p1989-2004-es peptidekkel, különösen erıs IL-2 termelést váltott ki, míg ezek a 

peptidek csak relatíve gyenge IFNγ termelést váltottak ki, IL-4 termelést pedig egyáltalán 

nem indukáltak (9. ábra, tömött oszlopok). Három másik peptid (p76-90, p265-279 és a p277-

291) a DR4.Ab0 és a p2379-2394 peptid a DQ8.Ab0 BALB/c egerekben csak nagyon gyenge 

T sejt proliferációt és IL-2, IFN és IL-4 termelést indukált elıimmunizálás után (9A-C.),  bár 

a T sejtek által felismerésre kerültek PG immunizációt követıen a DR4 és DQ8 transzgenikus 

egerekben. A szintetikus peptidekkel elıimmunizált egerekbıl származó nyirokcsomó és 

lépsejtek nem válaszoltak humán PG-vel való stimulációra. Így azok a peptidek, melyeket PG 
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immunizációt követı erıs T sejtes válasz alapján választottunk ki kriptikus epitópoknak 

tekinthetık. 
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9. ábra HLA-DR4.Ab0 transzgenikus/kongenikus BALB/c és HLA-DQ8.Ab0 
transzgenikus/kongenikus BALB/c egerek tenyésztett nyirokcsomó sejtjeinek peptid 
specifikus T sejt poliferációja és citokin termelése (IL-2 CTLL-2 bioassay-vel, IFNγ és 
IL-4) 50 µg peptiddel és 100 µl komplett Freund adjuvánssal (CFA) való elıimmunizálás 
után. A peptid/CFA emulziót a talp bıre alá injektáltuk és a poplitealis és inguinalis 
nyirokcsomókat 9 nappal késıbb eltávolítottuk.  A nyirokcsomó sejtek peptid specifikus 
(25 µg/ml) T sejt proliferációját (A) és  IL-2 (B),  IFNγ (C) és IL-4 (D) termelıdését 
mértük (6 egér csoportonként). Ugyanezt a kísérletet megismételtük mind nyirokcsomó, 
mind lépsejtekkel talpba, illetve intraperitonealisan adott elıimmunizálás után (11 egér 
minden peptid, két független kísérletben). Miután a válaszokban szignifikáns 
különbségeket nem találtunk a peptid primolt nyirokcsomó és lépsejtek között, a három 
kísérlet eredményeit (összesen 26 duplikált assay minden peptidre) összegeztük. Az 
értékeket átlag ± SD-ben adtuk meg. 
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5. MEGBESZÉLÉS 
 

A humán génállományon belül különbözı MHC allélek hajlamosítanak leginkább RA-

re (1;2;5;7), de az MHC önmagában nem elégséges a betegség kialakításához (2;72). Az 

arthritis iránti fogékonysággal kapcsolatba hozható nem-MHC lokuszok azonosítását célzó, 

teljes humán genom szőrésre vonatkozó tanulmányok azonban nagyon körülményesek és 

bizonytalan eredményeket adnak a genetikailag rendkívül heterogén humán populációban. 

Azok az állatmodellek, melyek hasonlóságot mutatnak az öröklıdés és a patofiziológiai 

jellemzık vonatkozásában a RA-hez (6;17), és különösen azok, melyekben a betegséget 

kontrolláló saját MHC-t RA-re hajlamosító HLA allélekkel cserélik ki, hasznos kísérletes 

megközelítést jelenthetnek a HLA molekulák autoimmunitásban betöltött szerepének 

tanulmányozásában (5;73-75). 

Munkámban a humán porc PG-t használtam arthritist indukáló antigénként, olyan 

humanizált egerekben, melyek a saját II. osztályú MHC molekulájuk helyett HLA alléleket 

tartalmaztak, és arthritisre hajlamosító vagy rezisztens genetikai háttérrel rendelkeztek. Ez a 

kísérleti rendszer lehetıséget nyújtott számomra, hogy azonosítsam humán porc PG korábbi 

modellkísérletek során megjósolható azon epitópjait, amelyeket a RA-re hajlamosító HLA 

molekulák prezentálnak, és megerısítsem a nem-MHC asszociált gének kritikus szerepét a 

betegség mechanizmusában. Ráadásul a PG molekula központi fehérjeláncának néhány nem 

egyértelmően megjósolható szekvenciája is erıs T sejt epitópként volt felismerhetı a HLA-

DR4.Ab0 és HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus egerekben, utalva a modellkísérletek és a valódi 

biológiai rendszer különbözıségeire és a modellkísérletek korlátaira. 

Korábbi kísérletek azt mutatták, hogy a PGIA rezisztens és PGIA fogékony törzsek 

nagymértékben hasonló immunválaszt adtak porc PG-al való immunizálás után (17;62). 

Ugyanakkor az arthritis iránti fogékonyság nyilvánvalóan függött mind a megfelelı MHC 

allél, (legyen az H-2d, DRB1*0401 vagy DQ8B1*0302), mind a megfelelı genetikai háttér 
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(BALB/c) jelenlététıl. PGIA-ben az MHC és a nem-MHC gének kritikus szerepére korábbi 

tanulmányok világítottak rá. Az MHC szerepére utaló egyik legjobb példa szerint, a vad 

típusú BALB/c és a kongenikus BALB/K egerek (melyek H-2d, illetıleg  és H-2k alléleket 

hordoznak) fogékonyak PGIA-re, míg a kongenikus BALB/B vonal (mely arthritis 

szempontjából rezisztens H-2b allélt hordoz BALB/c háttér mellett) teljesen rezisztens PGIA-

re (17;62). A nem-MHC gének arthritis iránti fogékonyságban betöltött szerepét mutatja, hogy 

míg a BALB/c egerek (H-2d) 100%-os hajlamot mutatnak PGIA-re (17), sem a DBA/2, sem a 

NZB egerek (mindkét törzs szintén H-2d-t hordoz) nem fejlesztenek ki arthritist PG-al való 

immunizáció után (17;43;62). Így nem volt meglepı, hogy kísérleteinkben a humanizált 

egerek RA-re hajlamosító MHC allélekkel és kevert genetikai háttérrel (CBA/J, B10.M, 

129/Sv, C57BL/6) valamennyien rezisztensek voltak PGIA-re, annak ellenére, hogy néhány 

ezen transzgenikus egerek közül kifejlesztett arthritist II. típusú kollagénnel történt 

immunizációt követıen (57;60;61;76-78). 

A két legfontosabb arthritises egérmodell (PGIA és kollagén indukált arthritis (CIA)) 

közötti fogékonyságbeli különbség a különbözı öröklıdési mintázattal és a MHC más 

genetikai lokuszok feletti hatásában meglévı különbségekkel magyarázható (17;54). A MHC 

vonatkozásában heterozigóta egerek egyetlen CIA iránti fogékonysági alléljük (pl H-2q+/-) 

jelenlétében is képesek kifejleszteni arthritist II. típusú kollagénnel való immunizációt 

követıen, ezzel szemben H-2d/d homozigótaság szükséges a PGIA kialakulásához (53;54). 

Vagyis a fogékonysági lókuszok között az MHC hatása sokkal erısebb kollagén indukált 

arthritisben, mint PGIA-ben (17;53;54). Ezzel kapcsolatban fontos azonban azt is 

hangsúlyozni, hogy a poligénes betegségek domináns öröklıdésére vonatkozó bizonyítékok 

(mint ez látható CIA esetén) hiányoznak emberben, vagyis az öröklıdési mintázat 

vonatkozásában a PGIA közelebb áll a humán RA-hez. Az egér H-2d (PGIA fogékonysági 

allél) helyettesítése DR4 vagy DQ8 allélekkel arthritis-fogékony (BALB/c) genetikai hátterő 
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egerekben lehetıvé teszi PGIA indukcióját, ami szintén arra utal, hogy a betegség (a PGIA és 

a RA egyaránt) kifejlıdéséhez a MHC és nem-MHC allélek optimális kombinációja 

szükséges. Bár a RA-re hajlamosító DRB1 (DR4) allélt gyakran észlelték DQB1 (DQ8)-cal 

kapcsoltan humán populációban, a humanizált egerekben a DRB1*0401 vagy DQB1*0302 is 

elégséges volt a humán porc PG arthritogenitásának kialakításához megfelelı (BALB/c) 

genetikai háttér esetén. 

Kísérleteink fontos megfigyelése volt a PG immunizált egerekben megfigyelhetı 

számos ellentmondás az elıre jelzett és a valójában felismert T sejt epitópok között. A 

feltételezett T sejt epitópok meghatározásához használt különbözı elırejelzési algoritmusok a 

MHC/peptid és a peptid/T sejt receptor struktúrák illeszkedésén alapultak mind BALB/c és 

C3H (I-Ak) egerekben, mind a humán DR4 és DQ8 molekulák és a T sejt receptorok között. 

Ezek az elırejelzési eljárások, a humán porc PG központi fehérjeláncából 6-18 magas 

valószínőségi értékő T sejt epitópot jósoltak az egyes MHC-kre vonatkozóan. Egy másik 

tanulmányban a humán PG-ok központi fehérjeláncának B sejt epitópjait jósolták és 

vizsgálták meg (79). A fent említett vizsgálatok azt sugallták, hogy néhány helyet kivéve a 

teljes G1 domén, és a G2 domén G1-gyel nagyfokban homológ B és B’ hurkai, valamint a G3 

domén epidermális növekedési fakor szerő C terminális része számos, gyakran átfedı T és B 

sejt epitópokat tartalmazhat. Ezen elırejelzések gyakorlati teszteléséhez „pin szintetizált” 

peptidekkel 3 aminosavnyi elcsúsztatásokkal lefedtük a teljes G1, G2 és G3 domént éppúgy, 

mint a keratan-szulfát és chondroitin-szulfát-kötı régiók azon szekvenciáit, amelyek elıre 

jelezhetık voltak a modellkísérletek során. Így 143 szintetikus peptid szekvenciát teszteltünk 

humán porc PG-vel immunizált vad típusú BALB/c egerekben, és ezek közül 27-et 

azonosítottunk T sejt epitópként. Mind a 143 peptidet teszteltük T sejt válasz szempontjából 

DR4.Ab0 és DQ8.Ab0 egerekben is. 
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Arthritises vad típusú BALB/c egerekben végzett korábbi epitóp tesztelési kísérletek 

(33) után nem volt meglepı, hogy PG-al immunizált traszgenikus egerekben csak néhány 

HLA által prezentált peptid került felismerésre. Ugyancsak várható volt az is, hogy a 

modellezési megfontolások alapján nem elırejelezhetı néhány epitópot is azonosítani lehet, 

ami igazolódott is a kísérletekben. Mindenképpen érdekes volt azonban, és további 

vizsgálatok szükségességét veti fel az a felismerés, hogy a PG központi fehérjelánc két 

régióját képviselı peptidek (p22-51 és p253-285) jelentısen immunogénnek bizonyultak 

mind a DR4, mind a DQ8 transzgenikus egerekben, miközben ezek a szekvenciák nem voltak 

megjósolhatók potenciális T sejt epitópként sem a DRB1*0401(70;71), sem a DQB1*0302 

allélek esetén azokban a tanulmányokban, melyek többféle modellezési és elırejelzési 

módszert alkalmaztak (66-68). Ugyancsak feltőnı volt, hogy ezzel szemben néhány peptid a 

G1 doménen belül és egy peptid szekvencia (1785GAYYGSGTPSSFP) a chondroitin-szulfát 

kötı régión belül, amit nagy affinitású T sejt epitópként prognosztizáltak (70;71), nem 

bizonyult immunogénnek humanizált egerekben. 

Ezért a továbbiakban egyéb algoritmusokat és epitóp elırejelzési módszerekkel kapott 

eredményekkel (80-82) is összevetettük a DR4 és DQ8 traszgenikus egerekben különbözı 

peptidekre adott T sejt válaszok eredményeit. Következésképpen megállapítható, hogy 

miközben a p22-51 és a p250-291 szekvenciák a modellezési eljárások során eredetileg nem 

voltak hatékony MHC kötı peptidekként kiválasztva, számos közepesen erıs kötıdési 

valószínőségő T sejt epitópot azonosítottak mindkét core protein régióban. Ezek alapján 

kijelenthetı, hogy bár az epitóp elırejelzés elısegítheti a feltérképezı kísérleteket, in vivo 

tesztek feltétlenül szükségesek az elırejelzések korrektségének megerısítéséhez. Szintén 

lehetséges azonban az is, hogy a GAG-kötı régióban elhibáztunk számos nem elıre jelzett T 

sejt epitópot kísérleteink során, mivel csak a nagy valószínőséggel megjósolt T sejt epitópokat 

vizsgáltuk kísérleteink folyamán.  
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Annak ellenére, hogy a DR4 allél a PG központi fehérjelánc valamivel nagyobb 

repertoárját képes bemutatni, mint a DQ8 allél, a DR4.Ab0 transzgenikus/kongenikus 

BALB/c egerek arthritis incidenciája és súlyossága jelentısen kisebb volt, mint a DQ8.Ab0 

transzgenikus/kongenikus BALB/c vonal esetén. Ráadásul mind a DR4.Ab0, mind a 

DQ8.Ab0 transzgenikus/kongenikus egerekben az arthritis súlyossága és még inkább az 

arthritis elıfordulása jóval alacsonyabb volt, mint a vad típusú BALB/c egerekben, illetve a  

HLA/transzgenikus BALB/c egerek legalább egy további PG injekciót igényeltek az arthritis 

kialakításához. A vad típusú és a HLA transzgenikus BALB/c egerek betegség incidenciája és 

súlyossága között észlelt különbségek részben az egér CD4 és HLA allél közötti komplex 

gyengeségével, részben az egér T sejt receptor és HLA közötti illeszkedés tökéletlenségével 

magyarázhatók. A két transzgenikus/kongenikus vonal közötti különbség részben a HLA 

transzgének expressziója közötti eltéréssel, részben a két HLA allél által prezentált különbözı 

epitóp repertoárral magyarázhatók. 

A PG különbözı T sejt epitópjainak immunogenitása pontosabban jellemezhetı volt a 

peptidek T sejt prolifrációra és citokin termelésre kifejtett hatásának vizsgálata révén. Így egy 

olyan hierarchikus rendszer is feltételezhetı, melyben egyes epitópok hatására inkább a T 

sejtek proliferációja jön létre, míg mások inkább citokin termelést indukálnak. A peptidek 

által indukált citokin profilra inkább az IL-2 és az IFN-γ dominanciája volt jellemzı, szemben 

az IL-4 termeléssel, ami összhangban áll a RA-re és a PGIA-re egyaránt jellemzı Th1 

dominanciával.  

Összefoglalva, kísérleteinkben a RA-ben potenciális autoantigénként szereplı PG-t 

használtunk HLA allélek szempontjából humanizált egerekben. Igazoltuk, hogy az emberi 

porc PG-k a humán MHC molekulák révén egér T sejtek számára bemutatásra kerülnek, és 

immunválaszt váltanak ki. Megvizsgáltuk PG epitóp repertoárját, mely a humanizált rendszer 

és a RA-re hasonló állatmodell használatával az eredmények humán RA-re vonatkozó 
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kiterjesztését is lehetıvé teszi. Ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy a PG komplex 

szénhidrát struktúrái, melyek magukba foglalják a GAG- kötı régiók oldalláncait és az N- és 

O-kötött oligosaccharidokat is, komplikálhatják a képet, mivel ezek a szénhidrát struktúrák 

elfedhetik a T sejt epitópokat és/vagy interferálhatnak az antigén bemutatási folyamatokkal 

(25;48). További kísérletek szükségesek emellett az egér CD4 és a humán HLA allélek 

közötti kölcsönhatás in vivo vizsgálatára, a DR4 és DQ8 allélek koexpressziójának arthritis 

fogékonyságra és súlyosságra kifejtett hatásának vizsgálatára, valamint a T sejt receptor 

Vα/Vβ lánc hipervariábilis regióján belül a peptidkötıhelyek lokalizációjának megítélésére. 

Vagyis kombinált transzgenikus vonalak, melyek párhuzamosan expresszálják a humán 

CD4/HLA-DR4/DQ8 alléleket, a megfelelı T sejt receptor láncokat BALB/c genetikai háttér 

mellett hasznos eszköznek bizonyulhatnak a betegség mechanizmusának pontosabb 

meghatározásában, mutatva a humán porc autoimmun/arthritogén epitópjait és a nem-MHC 

lókuszokat és géneket, melyek szerepet játszhatnak a RA patomechanizmusában. 
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6. ÚJ EREDMÉNYEK 

Általánosságban megjegyzendı, hogy a világon elsıként vizsgáltuk HLA 

transzgenikus egerekben a PG szisztémás immunizációjának hatását, különös tekintettel a PG 

hatásra létrejött szisztémás immunválaszra, a PG epitópok repertoárjára és az arthritis 

indukcióra. 

Megvizsgáltuk a kisérletes arthritis indukciójában korábban nem használt adjuváns, a 

DDA hatását PGIA-ben. Azt találtuk, hogy összehasonlítva a hagyományosan használt 

komplett és inkomplett Freund adjuvánsokkal, a DDA jelentısen növeli a PGIA súlyosságát 

és elıfordulási gyakoriságát, miközben a kísérleti állatok körében észlelt mortalitás jelentısen 

csökkent.    

Megvizsgáltuk a PGIA indukálhatóságát arthritisre rezisztens genetikai háttérrel 

rendelkezı HLA-transzgenikus egerekben. Megállapítható volt, hogy a RA-re fogékonyságot 

közvetítı II. osztályú MHC allélek jelenléte önmagában nem elégséges a PGIA 

indukciójához, sejtetve a nem MHC genetikai háttér fontos szerepét.  

Meghatároztuk a PG-nal történı szisztémás immunizáció hatását az arthritisre 

rezisztens HLA transzgenikus egerek sejtes és humorális immunválaszára, összehasonlítva az 

eredményeket a PGIA fogékony BALB/c egerekben észlelttel. Megállapítható volt, hogy a 

transzgenikus egerekben létrejött immunválaszok intenzitása jelentısen nem különbözött az 

PGIA-re fogékony BALB/c egerekétıl, így az arthritis kialakulása vagy hiánya nem volt 

magyarázható az immunválaszok különbözıségével.     

Humanizált egerekben jellemeztük a humán PG epitóp repertoárját a PG-nal történt 

szisztémás immunizációt követıen. Ennek során a humán PG legnagyobb valószínőséggel 

arhritogén epitópot hordozó G1 és G2 domén egészét és a nagy kiterjedéső, de az arthritis 

indukcióban kisebb szereppel bíró chondroitin- és keratan-szulfát kötı régió modellezéssel 

elırejelzett szakaszait vizsgáltuk. Azt találtuk, hogy miközben mind a négy különbözı HLA 
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transzgenikus vonal az epitópok különbözı csoportjait prezentálta, a G 1 doménen belül két 

régió erıs sejtes immunválaszt indukált mindegyik transzgenikus vonalban. Összességében a 

HLA-DR4.Ab0, HLA-DQ8.Ab0 transzgenikus egerek nagyobb számú PG epitópot 

effektívebben prezentáltak, szemben a  HLA-DR2.Ab0 és HLA-DR3.Ab0 egerekkel, kísérletes 

módszerekel is utalva ezen II. osztályú MHC molekulák RA iránti fogékonyságban betöltött 

szerepére. A modellezési eljárásokkal elıre jelzett és a biológiai kísérletekben valóban 

prezentált epitópok közötti részleges különbözıségek az epitóp térképezési eljárásokban a 

sejtes immunválaszok vizgálatának fontosságát hangsúlyozta.  

Az epitóp specifikus T sejt proliferáció és a citokin termelés vizsgálatával 

megállapítható volt, hogy a PG molekula mely epitópjai indukálnak inkább T sejtes 

proliferációt, és melyek stimulálják a vizsgált citokinek (IL-2, IFNγ és IL-4) termelıdését. 

Ezzel jellemezni lehetett az egyes epitópok arthritis indukcióban betöltött szerepét, 

hierarchikus rendszerbe foglalva azokat.    

Humanizált egerekben humán PG-nal történt szisztémás immunizációval, új –a 

korábbiakban arthritis indukcióra nem használt adjuváns, a DDA alkalmazásával- arhritist 

tudtunk kiváltani, és leírtuk ezen arthritis klinikai és hisztopatológiai jellemzıit. A vad típusú 

BALB/c egerekben kialakítható PGIA-szel összehasonlítva megállapítható volt, hogy a 

humanizált egerekben megfigyelhetı arthritis kiváltásához erıteljesebb immunizálásra volt 

szükség, és összességében gyengébb intenzitású volt, mégis a transzgenikus egerekben 

megfigyelhetı arthritis minıségileg nem különbözött a BALB/c egerekben észlelttıl.  

Munkánk során tehát bebizonyítottuk, hogy a HLA II. osztályú molekulák prezentálni 

tudják a humán porc PG központi fehérjeláncának epitópjait a T sejteknek, és kísérletes 

arthritist tudnak indukálni. Ugyancsak igazolható volt, hogy ebben az állatmodellben az MHC 

II. osztályú allélek mellett a nem-MHC háttér szintén meghatározó tényezı az arthritis 

kialakulásában. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

Munkánk célja annak tisztázása volt, hogy (1) a human porc PG antigénként 

bemutatásra kerül-e a RA-ra hajlamosító HLA-DR4 és/vagy HLA-DQ8 allélek által 

transzgenikus egerekben, és (2) a humán porc PG indukál-e arthritist fogékony vagy ellenálló 

nem-MHC genetikai háttér esetén. 

Ennek tisztázására négy HLA transzgenikus egér-vonalat hoztunk létre, melyek az 

eredeti egér MHC II. osztályú allélek helyett humán alléleket hordoztak (HLA-DR2.Abo, 

HLA-DR3.Abo, HLA-DR4.Abo és HLA-DQ8.Abo), majd ezek közül kettıt (HLA-DR4.Abo 

és HLA-DQ8.Abo) visszakereszteztük BALB/c genetikai állományú egérbe. Az egereket az 

eredeti “kevert” genetikai háttérrel és a PG-indukált arthritisre fogékony BALB/c háttérrel 

immunizáltuk humán porc PG-al és vizsgáltuk esetleges arthritis kialakulását. A T-sejtes 

immunválaszt (IL-2, IFN-γ és IL-4 termelés és T-sejt poliferáció) meghatároztuk in vitro 15 

aminosavból álló szintetikus peptidek jelenlétében. Összesen 143 T-sejt epitóp peptidet 

vizsgáltunk meg potenciális epitópként a PG molekula központi proteinláncából. 

Mindkét HLA traszgenikus egércsoport (miközben saját II. osztályú molekulái 

hiányoztak) termelt antitesteket, és kifejtett T-sejtes immunválaszt a humán porc PG ellen. A 

különbözı HLA transzgenikus vonalak immunválaszt adtak a humán porc PG különbözı T-

sejt epitópjaira, és jelentıs IL-2, IFN-γ, IL-4 termelést és T-sejt proliferációt mutattak. 

Számos T-sejt epitóp került felismerésre a HLA-DR4 és HLA-DQ8 egerekben egyaránt, de 

egyik “kevert genetikai hátterő” HLA-transzgenikus egércsoportban sem volt kialakítható 

arthritis PG immunizációval. Amikor a HLA-DR4.Abo és HLA-DQ8.Abo egereket BALB/c 

genetikai háttér mellett immunizáltunk humán porc PG-vel, az állatok 35-50%-ában alakult ki 

arthritis. Bár az arthritis kialakulása késleltetett volt a HLA-transzgenikus egerekben, 

összehasonlítva a BALB/c egerekkel, az arthritis macroscopos és szövettani jellemzıi 

hasonlóak voltak a BALB/c csoportban észlelttel. 
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Összefoglalva, kisérleteink jelentik az elsı bizonyítékot arra, hogy a (i) humán porc 

PG központi fehérjeláncának epitópjai a HLA II. osztályú molekulák által bemutatásra 

kerülhetnek, és (ii) a nem-MHC háttér éppoly fontos az arthritis kialakulásában, mint az MHC 

II. osztályú allélek. 
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9. RÖVIDÍTÉSEK 

 

DDA   dimethyldioctadecylammonium-bromid  

RA   rheumatoid arthritis  

MHC   fı hisztokompatibilitási komplex  

ECM   extracelluláris mátrix  

PG   proteoglikán  

GAG   glükózaminoglikán  

PGIA   PG-indukált arthritis  

PCR   polymerase láncreakció  

CFA   komplett Freund adjuváns  

IL-2   interleukin-2  

IFNγ   interferon-γ  

IL-4   interleukin-4  

TNFα   tumor necrosis factor-α  

IFA   inkomplett Freund adjuváns  

SI   stimulációs index  

CIA   kollagén indukált arthritis  
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