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1. BEVEZETES

A rheumatoid arthritis (RA) autoimmun gyulladdsos betegség, mely a népesség
koriilbeliil 1%-at érinti, ezen beliil a nék aranya 60-70%. Az RA nemcsak gyakorisdga, hanem
a betegség kronikus lefolydsa és sulyos kovetkezményei 4ltal is kiemelkedd fontossigu a
betegségek kozott. A diarthrodidlis iziiletekben kialakulé gyulladdsos folyamat ugyanis
synovialis pannus képzddéséhez, majd az iziileti porc és a subchondralis csont erosiojdhoz
vezetve az érintett iziiletek stlyos destrukcigjat és kovetkezményes funkciézavarat okozza. A
RA mozgdsszervi megnyilvdnuldsai a kéz és 1ab kisiziileteinek szimmetrikus gyulladdsa
mellett gyakran megfigyelheték a csukl6kban, bokdkban, térdekben és egyéb periférids
iziiletekben is, mely a betegek Onelldtdsat, mozgasat is jelentdésen korldtozza. Rdadédsul a
gerinc érintettsége az atlantoaxidlis iziilet destrukcidja kovetkeztében hirtelen haldllal is
fenyegeti a RA-ben szenvedd beteget. A betegség iziileti manifesztiaciéi mellett a belsd
szervek (pl. tiido) is sulyosan érintettek lehetnek, valamint a betegség kezelésében alkalmazott
gyogyszerek (pl. szteroidok, antimetabolitok stb.) jelentds mellékhatdsok veszélyével
fenyegetnek. A fentiek alapjan a RA-szel kapcsolatos kutatdsok napjaink kisérletes
reumatolégidjanak sarokkovét jelentik.

A RA etioldgidja az intenziv kutatdsok ellenére mindmadig nem tisztazott teljesen.
Kornyezeti tényezOk éppugy szerepet jatszanak patogenezisében, mint a genetikai faktorok
(1;2). A genetikai tényezOkon beliil a f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) valdsziniileg a
legfontosabb prediszpozicids tényezd a RA kialakuldsa szempontjabol (2-5), de az MHC
onmagaban nem elégséges a betegség kialakitdsdhoz (2;6;7). Ezt tdmasztja ald az is, hogy az
elmult években szdmos lokuszt azonositottak az MHC-n kiviil is, mely szintén szerepet

jatszhat a betegség mechanizmusédban (8-11).



A RA 0sszefiiggése bizonyos HLA allélekkel mar tobb mint két évtizede ismert (12),
és az elmult években ezen MHC allélek nagyszamu alcsoportjat fedezték fel. Bar jelentds
eltérések vannak a kiilonbozé etnikai csoportok kozott, nyilvanvaléva valt, hogy a HLA-
DRB1 *0101, *0401, *0404 vagy *0405 allélek valamelyikét hordoz6 egyének nagyobb
valészintiséggel betegednek meg RA-ben, mint az ezen alléleket nem hordozdk (13;14). A
kiilonbozé MHC allélek azonban komplex csoportokban 6roklédnek, és mivel a DRB allélek
szoros ,linkage disequlibriumban” vannak olyan DQBI1 allélekkel, mint a DQB1*0301
(HLA-DQ7) és a DQB1*0302 (HLA-DQS8)(15), nem konnyli meghatdrozni, hogy a HLA-
DRB1 vagy HLA-DQBI allélek onmagukban, egymastdl fiiggetleniil, vagy kombinaciéban
kozosen segitik elé a RA kialakuldsat.

Mikozben az MHC a legerésebb genetikai tényezd az RA iranti fogékonysdgban,
szamos nem-MHC lokusz is kapcsolatot mutat a betegséggel olyan csalddokban, ahol tébb
egyénben is eléfordult RA (8-11;16). Altaldnos probléma viszont az ilyen, teljes genomot
feltérképezd vizsgadlatokban, hogy a human populécié extrém nagy genetikai varidciéi miatt
meglehetdsen gyenge kapcsolat mutathaté ki a nem-MHC lokuszok és a betegség iranti
fogékonysdg kozott (1). A nem-MHC lokuszok azonositdsa sordn nyert humén vizsgélati
eredmények kiegészitésére €s megerdsitésére hasznos kisérletes megkozelités volt az olyan
ragcsalok alkalmazdsa, melyek indukalt gyulladdsos iziileti betegségei sok vonatkozasban
hasonlitanak a RA-re (6sszefoglal6 kozlemények: (5;17)).

A RA-ben tehdt a genetikai tényezok bonyolult egymdsra hatdsa eredményezi a
betegség 1étrejottét, és a betegség irdnti fogékonysag szempontjdbdl felmeriild6 MHC és nem-
MHC allélek szerepe nem teljesen tisztazott. Rdaddsul arra sincsen egyértelmii bizonyiték,
hogy mikozben az elsddlegesen karositott szerv az iziilet, az iziileten beliili képletek koziil a
porcszovet, csont vagy a synovium valamely makromolekuldja lehet-e az elsddleges

autoantigén, vagy valhat autoantigénné a gyulladdsos folyamat sordn. Részben 4llatmodellek,



részben humdén kutatdsok alapjan a leginkdbb valdszinlisithetd autoantigének a porc
extracelluldris matrixdnak (ECM) makromolekuldi. A RA-re legjobban hasonlité
allatmodellek kozé azok tartoznak ugyanis, melyek a porc ECM valamely komponensével
torténd szisztémds immuniziciéval genetikailag fogékony egerekben és patkdnyokban
valthatok ki. A szébajovo antigének koziil a II. tipusu kollagénrdl, a proteoglikanrdl (PG)
(aggrekdn), a link proteinrél és a huméan porc glycoprotein-39-r6l igazolodott, hogy
hasznalhatok arthritis kivéltasara (18-22), vagyis valdszintileg szerepelhetnek autoantigénként
human viszonyok kozott is. Ugyancsak az ECM makromolekuldk RA pathomechanizmusaban
betoltott kozponti szerepe mellett sz6l az is, hogy a porc egyike azon néhany szovetnek, mely
avaszkuldris, ezért nincs kitéve a belsé immunoldgiai ,,surveillance”-nek. A porcmatrix
karosodasa esetén azonban az ECM molekulak felszabadulhatnak, és az immunrendszer altal
felismerve autoimmun gyulladdsos folyamatokat indukdlhatnak. Ezt a felvetést timasztja ala,
hogy a human porc PG elleni humordlis €s celluldris immunitds kimutathaté volt esetenként
RA-ban és juvenilis RA-ban szenvedd betegeken (23-27).

A porc PG aggrekan és a II. tipusi kollagén a porc ECM-dnak két legfontosabb
strukturdlis Osszetevdje, melyek szintéziséért a viszonylag ritkan elhelyezkedé chondrocytak
felelosek. A porc tobbféle PG-t tartalmaz, igy a nagy aggregdlé PG-t és a kis PG-okat
(biglycan, decorin, fibromodulin és lumican). Ezek koziil a PG aggrekdan a legjelentOsebb
tomegtli, mely a porc szdrazanyag tartalmanak kb. 20%-at teszi ki. A PG aggrekdn molekuldk
szazai kapcsolddnak egyetlen hialuronsavlanchoz, egy nagy aggregatumot alkotva, ami a IL.
tipusu kollagén szdlak halojat megkoti. Az aggrekan név ezen PG molekula hialuronsav kot
€s aggregatum képz0 képességére utal, és kozponti szerepe miatt az aggrekédn és a PG neveket
gyakran szinonimaként hasznaljadk a molekula megnevezésére. A PG kozponti fehérjeszala

mintegy 2400 aminosavbdl all, amihez gliikézaminoglikdn (GAG) oldallancok (chondroitin-



szulfat és keratan-szulfat) kovalens kotéssel kapcsolédnak (17), melyek nagy mennyiségli

vizet megkotve biztositjak a porc rugalmassagat (1. dbra).
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1. abra A porc proteoglikdn aggrekan (PG) sematikus abrazoldsa. A human porc PG (M,
~2-3x10° dalton) egy hosszi kizponti protein ldncot (2396 aminosav) tartalmaz, amihez
chondroitin-szulfat (CS; M, ~2-3x10" dalton) és keratan-szulfat (KS; M, ~1-2x10* dalton)
glik6z aminoglikdn  oldalldncai  kapcsolédnak,  O-kapcsolt és  N-kapcsolt
oligiszacharidokkal egyiitt (17). A kozpoti fehérjelancban a kovetkez6 domének,
szubdomének taldlhatok: a G1 domén az A, B, és B’ gytiriikkel, az interglobuléris domén
a G1 és G2 domének kozott, a G2 domén a B és B’ gylriikkel; a KS gazdag régié (Ksrr) a
G2 domén és a CS kotd régio kozott, a CS (CS1+CS2) kotd régiok és a G3 domén, mely
az epidermadlis novekedési faktor szerli, lektin kotd szerli és komplement szabalyozé
protein szerli szubdoméneket tartalmazza. Mintegy 100-120 CS oldallanc kapcsolddik a
kozponti lanc egy hosszu, de korlatozott szakaszahoz (CS koto régid). Bar a legtobb KS
lanc egy rovid régiora korlatozodik, KS oldallincok a kozponti fehérjeldnc teljes
hosszdban jelen lehetnek és gyakran elfedik a T sejt epitopokat. A PG molekula N- és C-
termindlis végeink részletesebb strukturalis jellemzoi l1athatok az dbran bekeretezve, mig a
nyilak a G1 és G3 domén arthritogén T sejt epitopjainak pozicidit mutatjak.

A nagyszdmi GAG oldallinc (>120/PG molekula) elfedheti a kozponti fehérjeldnc
antigénhelyeit, igy az intakt PG relative gyenge antigén. A negativ toltésiit GAG oldallancok
enzimatikus eltdvolitisa jelentdsen noveli a molekula PGIA indukci6jaban kihasznalt
immunogenitdsat (17). Néhany szerkezeti valtozas, mint a részleges deglikozilacié (28) vagy
a kozponti fehérjelanc hasitdsa kiilonb6z6 metalloproteindzok 4ltal (29;30) in vivo is

létrejohet a normdl porc PG turnovere sordn, és ezek a valtozasok még jelentosebbek



gyulladdsos koriilmények kozott. A PG lebomldsakor 1étrejovo fregmentumok kivalthatnak
és/vagy fenntarthatnak immunreakcidkat a fogékony dllatok vagy a RA-es betegek
iziileteiben. A fentieknek megfeleléen, a PG kozponti fehérjeszéla intakt formdban gyenge B
sejt stimuldtor, de proteolitikus lebontdsa, pl. metalloproteindzok &ltal olyan neoepitépokat
generdl, melyek jelentésen immunogének akar autolég, akar heterolég rendszerekben (31;32).
Rdaadésul a GAG specifikus B sejtek, melyek chondroitin-szulfat vagy keratan-szulfét ellen
termelddtek, kivalo antigén prezentdld sejtekké valva joval effektivebben tudjak prezentdlni a
PG-t a T sejteknek, mint azt a makrofiagok teszik. Ez a B sejt receptorokon keresztiili
effektivebb PG felvételt és/vagy intracelluléris feldolgozast eredményezhet. A gyenge B sejt
stimuldciéval szemben a PG-al szemben jelentds T sejtes vadlasz indukélhatd. Bar a kiilonb6z6
torzsek kozotti jelentds foki PG szerkezeti homoldgia alapjan csak korldtozott szamu
immunodomindns régié volna véarhaté a PG kozponti fehérjelancan, a human porc PG 27 és
21 T sejt epotdpja véltott ki T sejtes valaszt BALB/c és C3H egerekben (33;34). A humén
porc PG elleni immunvélasz kimutathaté RA-es betegekben is (24;25;27), alitdmasztva azt a
hipotézist, hogy mds autoantigénekhez hasonléan a humdn porc PG az autoimmun
gyulladdsos reakci6 célpontja lehet RA-es iziileti folyamatokban.

A PG-indukalt arthritis (PGIA) sok hasonlésdgot mutat a RA-hez a klinikai kép, az
immunoldgiai tényezok, a radioldgiai elvaltozasok €s a diarthrodidlis iziiletek hisztopatoldgiai
képe vonatkozdsaban (0sszefoglald kozlemény: (17). Az allatmodell a genetikailag fogékony
BALB/c vagy C3H egértorzsekben valthatdo ki keratan-szulfat és chondroitin-szulfat
oldallancuktél megfosztott humdn porc eredeti PG-nal. A PGIA kivéltdsa sordn
hagyomanyosan 100-150 pg antigén proteint (porc PG) hasznédlnak, melyet az elsd injekcid
sordan komplett Freund adjuvdnsban emulgedlnak. A komplett Feund adjuvédnsban jelenlevd
mycobacterialis hdsokk proteinek ugyanis kozismerten hatdsos nem-specifikus

immunstimulatorok, melyek jelentdsen potencidljdk a szisztémads T sejt valaszokat (35;36). A



kovetkezd injekciok sordn az antigént dsvanyi olaj emulziéban (inkomplett Freund adjuvéns)
alkalmazzak, melyek nem tartalmaznak mycobacterialis 0sszetevoket. Az dsvéanyi olajok vagy
olajszarmazékok, mint a prisztdn, synovialis gyulladdsokat valthatnak ki kiilonbozo
(fogékony) ragcsalo torzsekben (37-39). A complett Freund adjuvans azonban éppen a hésokk
protein tartalmandl fogva, nemcsak az arthritis kialakuldsat segiti el6, hanem a kisérletes
allatok jelentds leromldsahoz, gyakran elvesztéséhez vezet. Rdaddsul a peritonealis {irben az
injekciok helyén az egerekben jelentds mértékii irriticié és granuldma képzodés figyelhetd
meg (40), tovabb rontva az dllatok allapotit. Ezen negativ hatdsok csokkentéséhez és az
arthritis incidencidjanak és sulyossdganak noveléséhez a kozelmultban kezdtek alkalmazni
egyéb adjuvansokat, igy a pozitiv toltésii kvaterner amint, a dimethyldioctadecylammonium-
bromidot (DDA), mellyel a komplett Freund adjuvanst részben vagy teljes egészében
helyettesiteni lehetett (41).

PGIA-ben az iziileti gyulladas kezdeti tiinetei, melyek a végtagok hyperaemidjaban és
duzzanatdban nyilvanulnak meg, az antigén masodik-negyedik intraperitonedlis injekci6ja
utdn alakulnak ki. Az gyulladds rendszerint a kis periférids iziiletek polyarticularis
synovitisével kezdddik. A betegség korai fazisdban a synovium mononukledris sejtes
infiltraciéjat a synovialis sejtek és a fibroblastok nagyfoku proliferaciéja koveti. Az arthritis
megjelenése utdn megfigyelheté hullimzé jellegli gyulladdsos epizddok az iziileti porc
destrukcidjat és a subchondrélis csont er6zidjat eredményezve a periférids iziiletek sulyos

deformitasdhoz vezetnek (20;42-47) (2. abra).



2. abra A PG-indukalt arthritis (PGIA) klinikai, hisztopatoldgiai és rontgenképe BALB/c
egerekben. Az A kép normdl bokaiziiletet, mig B kép egy silyosan gyulladt bokaiziiletet
mutat 2-3 héttel az arthitis kezdete utdn. A képek jobb felsé sarkaban levd felvételek a
megfeleld hatsé végtagok makroszképos képét mutatjdk. A B képen lathaté bekeretezett
teriiletek nagyobb nagyitdssal lathatok a C és D képeken. A csont és a csontot resorbedld
lagyszovet (pannus) kozotti hatdrvonalat szaggatott vonalak és fekete nyilak, mig a
porcer6ziok helyét a tibia és a talus egymds felé nézd felszinén nyilfejek jelolik. A
betegség ezen akut/szubakut fdzisidban az {ziiletben massziv limfocitds és granulocitds
iniltracié mellett kiterjedt porc és csonterdzidk is megfigyelhetdk. A gyorsan proliferdlé
makrofdg és fibroblaszt-szerli sejteket tartalmazé pannus kiilonb6zd citokineket és
kemokineket termel, melyek mas sejteket aktivdlnak, és kiilonb6z6 adhézids receptorok
expresszidjat indukdljdk. A pannus sejtjei termelik a matrix metalloproteindzokat is,
melyek karositjdk a porcot és a csontot.

A betegség progresszidjaval az iziiletek deformdlédnak, a novekedési porcok és a gerinc
intervertebralis discusai felszivodnak, és a gerinc ankilotizdl (20;42;47). A gyulladdsos
folyamat a szervezet egyéb porcait, igy a borddk, fiilek és a 1égzdtraktus porcszoveteit nem
érinti.

A PGIA kialakuldsa a genetikailag fogékony egerekben az immunizalé (humén) és a

sajat (egér) PG kozotti keresztreaktiv immunvélaszon alapul (42;43;48-50). Béar az

immunizdlé antigén elleni antitestek mdr az immunizdciét kovetd madsodik héten
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megjelennek, majd a 8-12. hét kozott megfigyelhetd cstiicsot mutatnak (43), valamint
termelddésiik kifejezett korrelaciét mutat a betegség incidencidjaval, sem ezekkel az
antitestekkel, sem a PG-specifikus B sejtekkel nem vihetd at a betegség naiv szingén egerekbe
(44;49;51). A PGIA adoptiv atviteléhez az arthritises dllatok T és B sejtjeire egyarant sziikség
van (44;52), és a PG specifikus Thl sejtek synoviumban valé megjelenése tiinik a
legfontosabb komponensnek az arthritis kialakuldsa szempontjabodl (50-52).

Akarcsak a RA, a PGIA is polygénes jellegli, és mind az MHC, mind a nem-MHC
komponensek fontos szereppel birnak az arthritis kialakuldsaban (53;54). A fogékonysdgban
domindl6 szerepet jatszé6 MHC allélek mellett az elmult években sok nem-MHC fogékonysagi
lokuszt azonositottak PGIA-ben, mely megfeleltek azoknak a huméan kromoszéma régidknak,
melyeket csalddvizsgélatok segitségével azonositottak RA-ben (17).

Jelen munkdm sordn egérmodellben igyekeztem megvaldsitani, illetve modellezni a
humin RA-re pathomechanimusdhoz leginkdabb hasonlité kisérletes arthritist. Ehhez olyan
genetikailag manipulélt egereket hasznédltunk, melyek sajat II. osztdlyd MHC molekuldjanak
expresszidjara nem voltak képesek, ugyanakkor expresszaltak kiilonbozé human HLA II.
osztalyu antigéneket. Ezen HLA antigének koziil a human populécids vizsgélatok alapjan RA-
re fogékonysagot kozvetitd HLA-DR4 és HLA-DQ8-at, a neutrdlis HLA-DR3-at és a potektiv
HLA-DR2-t vizsgaltuk. Rdadasul a PGIA-t human porc eredetii PG-al indukaltuk. Vagyis az
egérmodell és a kisérletes arthritis egerekben megvaldsitott humén kisérletnek is volt
tekinthetd abban a vonatkozdsban, hogy az emberi PG, mint autoantigén, human HLA
antigének 4altali bemutatdsdt monitoroztuk. A human porc PG aminosav szekvencidjdnak
ismeretében vizsgilni lehetett a lehetséges PG epitépok immunvalaszban betoltott szerepét,
kovetkeztetve az egyes PG szakaszok immunogenitdsdra €s arthritis indukcidban betoltott
szerepére is. Emellett, mivel a vizsgalt egerek koziil a HLA-DR4-et és HLA-DQS-at

expresszalok rendelkezésre élltak arthritisre rezisztens (kevert) és arthritisre fogékony
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(BALB/c) genetikai hattérrel is, vizsgalni lehetett a nem-MHC genetikai hattér szerepét is a

kisérletes arthitises egérmodellben.
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2. CELKITUZESEK

Kisérletes munkdm sordn olyan transzgenikus egereket haszndltam, amelyek II. osztilyd
humian MHC alléleket expresszalnak, de hidnyoznak beldliik a sajat II. osztdlyu antigének
(AP” deficiens/vagy Ab”/)(55). Ezekben az egerekben, valamint vad tipusi BALB/c
egerekben human porc eredetii PG-al indukaltunk arthritist.

A fent leirt egér arthritises modell alkalmazéasaval arra kerestem a valaszt, hogy

1. a HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DR4 és HLA-DQS8 II. osztdlyd molekuldk tudjik-e a
humén porc PG-t egér T sejt szdmdra prezentdlni.

2. a megjosolhatd PG epitépok koziil melyek indukdlnak jelentds fokd T sejtes
immunvalaszt immunizalt egerekben, utalva ezen T sejt epitépok dominans szerepére
az arthritis indukciéjaban.

3. A domindns T sejt epitopok milyen citokin vdlaszt indukdlnak az immunizalt
egerekben, kovetkeztetve ezzel az epitdp arthritis-indukal6 (Thl) vagy arthritis ellen
védo (Th2) szerepére.

4. Az eredeti arthritisre rezisztens (kevert) és az arthritisre fogékony (BALB/c) genetikai
hattér mellett lehet-e arthritist indukdlni a humanizalt egerekben, kovetkeztetve ezzel a

genetikai hattér szerepére az arhritis kialakulasaban.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. HLA 1II. osztalyud transzgenikus egerek

A kisérleteinkben hasznalt egerek kiilonbozé HLA II. osztalyu alléleket expresszalnak,
de a sajat MHC II. osztidlyd molekuldk vonatkozdsdban deficiensek (56). Sajat mikodo II.
osztalyd MHC gént azért nem hordoznak, mivel a H-2Ea gén promoter régidjaban jelenlevo
spontdn mutéciét (H-2" haplotipusban) kombinaltak a H-2AP gén célzott kérositdsaval (AB°
deficiens) (55).

A DRBI1*1502 (HLA-DR2.Ab’) transzgenikus egerek létrehozdsidhoz a HLA-
DRB1*#1502 gént mikroinjektaltdk SWR X B10 embriokba, majd a ,founder’-eket
visszakeresztezték C57BI/10 tdrzsbe, és a transzgént keresztezéssel atjuttattdk H2-Ab’
egerekbe. A DRB1#1502 molekula MHC heterodimerrel val expresszijat H2-Ab’ Ea
transzgenikus egerekkel valo keresztezéssel érték el (57).

A DRB1*0301 (HLA-DR3.Ab’) transzgenikus egereket egy HLA-DRa-t tartalmazé
genomikus fragment és egy DRB1*03018 fragment (C57Bl/6 X DBA/2) F1 X C57Bl/6
embridkba val6 injekcidjaval hoztdk 1étre. Ezt kovetden a pozitiv ,founder’-eket
visszakeresztezték C57Bl/10 torzsbe (58), majd a B10.M egerekbe valé ismételt
visszakeresztezés utdn a DR3 gént II. osztilyd (H2 haplotipus)-negative H2-Ab" t6rzsbe
jutattdk be keresztezéssel.

HLA-DRB1#0401 (HLA-DR4.Ab") transzgenikus egereket 1étrehozdsanak (59)
kezdeti 1épéseként a DRB1*0401 gén muticidjat indukdltdk a human MHC és az egér CD4
molekuldk interakcidjdnak optimalizdldsahoz (60). A vektort (SWR x B10) F1 egerekbe
injektaltdk és a ,,founder” egereket keresztezték H2-Ab’Ea egerekkel hasonloképpen, mint az

HLA-DR2.Ab’ vonal esetén tortént 57).
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A DQA1*0301 és DQB1*0302 (HLA—DQ8.Ab0) transzgenikus egereket 1étrehozédsa
soran (61) HLA szegmenteket tartalmazé kozmidokat mikroinjektdltak CBA/J] X B10.M
embridkba és a pozitiv egereket visszakeresztezték B10.M egerekkel. Ezeket a transzgenikus
egereket aztdn szintén H2-Ab° egerekkel keresztezték.

Polymerase lancreakciét (PCR) hasznéltunk a genomikus DNS sziirésére, ezzel volt
kimutathaté a megfeleld HLA II. osztalyu transzgén jelenléte és a H-2A lokuszt szétvalasztd
neomycin rezisztencia gén jelenléte (55). A human MHC II. osztdlyd antigének sejtfelszini
expresszidjat periférids vér leukocitdkon flow cytometrids vizsgélattal is igazoltuk. Késébbi
kisérleteinkhez BALB/c genetikai hattér eléréséhez a DRB1*0401 (HLA-DR4) vagy
DQA1*0301/DQB1#0302 (HLA-DQS8) transzgént hordozé egereket visszakereszteztiik,
ehhez ,,marker-asszisted speed congenic” metodikat hasznéltunk. Vagyis a HLA II. osztalyd
transzgént €s a neomycin rezisztencia gént egyiittesen hordozé visszakeresztezett hibrid
himeket el6szor kivalasztottuk, majd a pozitiv himek koziil mintegy 150 polimorfikus markert
hasznélva szfirtiik ki a leginkdbb BALB/c genetikai héttérrel rendelkezéket (17;54;62). Igy a
legmegfelelobb himeket valasztottuk ki a kovetkezO keresztezésekre. Hét visszakeresztezés
utdn a heterozigéta himeket és ndstényeket (melyek mind a HLA II. osztélyud transzgént, mind
a neomycin rezisztencia gént hordoztdk) Osszekereszteztiikk, hogy homozigéta utédokat
hozzanak létre. A homozigéta egereket flow cytometridval sziirtink a HLA transzgén

s 2z 4 dq:z 2 . 2 2
expresszigjanak és az I-A"™ hidnyanak vizsgalatara.

3.2. Antigének, immunizaci6 és az arthritis vizsgalata

A teljes porc extraktumot humdn felndtt pocbdl nyertiik 4M-os guanidin klorid
extrakcidval (42;63). Az extraktumot ismételt CsCl gradiens ultracentrifugdldssal tovabb
tisztitottuk disszociativ koriilmények kozott (42;63). A tisztitott PG extraktumot GAG

oldallancok eltavolitdsa érdekében kondroitindz ABC-vel (Seikagaku America, Falmouth,
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MA, USA) kezeltiik (5 egység/100 mg PG 0.1 mMTris-acetate puffer, pH 7.6, 24 h, 37 °C)
(20;42;63). A PG-t ezt kovetden endo-B-galaktoziddzzal (Seikagaku America) emésztettiik
(0.1 egység/100 mg PG, sodium acetate puffer, pH 5.8) a felnétt porcban jelenlevd keratan-
szulfat oldallancok eltavolitishoz (42;48;63). Mivel a keratan-szulfat és a chondroitin-szulfat
oldallincok PG szamos domindns/arthritogén epitopjat elfedhetik, ezen GAG oldallancok
eltavolitasa kritikus fontossdgi a PG kozponti fehérjelanc dominéns/arthritogén T sejt
epitopjainak felszinre hozdsdban (17;43;48). A PG extraktumot diethylaminoethyl (DEAE;
Whatman, Clifton, NJ, USA) ioncserélé kromatografidaval nyertiik ki (64). A meg nem kotott
frakciot 0.15 M-os NaCl-dal nyertiik ki, és hyaluronan-Sepharose-al absorbealtuk (65) a GAG
mentes G1 domének és a porc link protein eltavolitisdhoz (48). A mintdkat vizzel szemben
dializéltuk és liofilizaltuk. Az antigenitds szempontjabol egydltalan sz6bajovo peptid
szekvencidk teoretikus kivalasztdsa az MHC-kotd mintdk (66), a T sejt epitopokban gyakori
a-helix amfipatikus szekvencia mintdk (67) és a hidrofob”strip-of-helix™ algoritmus (68)
alapjan tortént. Ezen valogatds eredményeképpen a kivalasztott 0sszesen 143 PG kozponti
fehérjelanc peptid (84 a G1 doménben és 59 egyéb régidkban) lefedte valamennyi feltételezett
helyet 3 aminosavas eltoldsokkal (33), és a nem feltételezett régidk mintegy 25 %-at is. A
peptideket pin mddszerrel szintetizaltattuk (Chiron Mimotopes, Raleigh, NC, USA). Ezt a 143
peptidet haszndltuk a T sejtes valasz (T sejt proliferacié és interleukin-2 termelés) kezdeti
szlirésére HLA-traszgenikus és vad tipusui BALB/c egerekben. A T sejtes valaszt kivalto
peptideket amid-blokkolt C-terminussal szintetizaltattuk nagy mennyiségben (Research
Genetics, Huntsville, AL, USA) és hasznaltuk mind a peptid immunizacios kisérletekre, mind
az epitdp-sziirési munkdkra. A peptideket DMSO-ban oldottuk (10 mg/ml), majd 1 mg/ml-es
koncentracidig tovabb higitottuk savanyitott 0,1M-os foszfat pufferben (pH 4,5), ezt kdvetéen

-20 °C-on taroltuk.
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A kisérleti protokollokat a chicagoi Rush Egyetem Orvosi Kozpontjanak
Allatgondoz6éi és Felhaszndli Bizottsiga hagyta jévd. Valamennyi egeret azonos
koriilmények kozott tartottunk. Epitép sziirésre 6-8 hetes egereket injekciéztunk 100 pl
komplett Freund adjuvansban (CFA; Difco, Detroit, MI, USA) feloldott 100 ug PG antigénnel
vagy 50 pg szintetikus peptiddel. Az injekcidkat intraperitonedlisan vagy a hatsé végtagi
talpbor ald adtuk. Az egereket a ,priming” injekcié utdn 9 nappal, vagy a harmadik
intraperitonedlis immunizaciot kovetd 9-10 nappal véreztettiik el. Az intraperitonedlisan oltott
egerekbdl a 1épet, a talp bore ald immunizalt egerekbdl a poplitedlis és az inguinalis
nyirokcsomokat tavolitottuk el. A 1€p vagy a nyirokcsom¢ sejtek T sejtes valaszat 25 pg/ml
szintetikus peptid jelenlétében harom vagy négy parhuzamos méréssel hataroztuk meg.

Arthritis kivaltdsdhoz kiilonb6zé HLA II. osztdlyt transzgénket expresszald €s sajat
endogén II. osztalyd MHC molekulat tekintve deficiens egereket, valamint ezek vad tipusu
testvéreit 3 hetes idOkozokkel intraperitonedlisan immunizéltuk. Az egereket felvéltva
injekciéztuk (minden mésodik injekcié) 200 pl PBS-ben (pH 7,4) oldott 200 ug PG-al és 1 mg
dimethyldioctadecylammonium-bromiddal (DDA; Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) (17),
illetéleg 100 ul PBS-ben (pH 7,4) és 100 pl komplett Freund adjuvansban emulgeélt 200 pg
PG antigénnel. A vad tipusu testvérek mellett, amikor egy 1uj kisérletes csoportot
immunizaltunk, 10-12 korban egyez6 BALB/c ndstény egeret (National Cancer Institute,
Frederick, MD, USA) szintén immunizaltunk azonos dézisi PG antigénnel és adjuvanssal,
pozitiv kontrollként alkalmazva ezt a csoportot. Valamennyi immunizalt egér végtagjait a
masodik antigén injekcidig (21. nap) hetente egy alkalommal, majd hetente 3 alkalommal
megvizsgaltuk, hogy az arthritisek kialakuldsat és progresszidjat pontosan észlelhessiik. Az
iziileti duzzanat megjelenését tekintettiik az arthritis kialakuldsi idejének. Az altalanosan
elfogadott értékelési rendszert, mely a gyulladdson és hyperaemidjan alapul (0-4-ig minden

végtagon, a maximalis lehetséges 16-os értékkel d4llatokként) haszndltuk a betegség



17

sulyossadganak becslésére (17;20;42). Az arthritises és nem arthritises allatok végtagjait
kimetszettiik, fixaltuk és decalcifikaltuk, majd paraffinba dgyaztuk. A szoveti metszeteket

hematoxylinnal és eozinnal festettiik meg hisztopatoldgiai vizsgalat céljara.

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

A PG immunizélt egereket, hacsak nem haszndltuk azokat peptid azonositasi
kisérletekre, 4-5 héttel az 6todik antigén injekcié utdn véreztettiik el (kb. 112-129 nappal az
elsddleges immunizdlds utdn). Az egerek szérumait 6sszegyljtottiikk, a 1€p és nyirokcsomo
sejteket a PG/peptid specifikus T sejt vdlaszok mérésére hasznéltuk. Az antigén specifikus
valaszokat 50 pg PG protein/ml vagy 25 ug/ml szintetikus peptid jelenlétében négy
parhuzamos mintdban mértik (3x10° sejt/lyuk, 96 lyukd lemez). Az antigén specifikus
interleukin-2 (IL-2) termelést a 48 6rés feliiliszoban CTLL-2 ,,bioassay”’-vel mértiik, a T sejt
proliferdciét pedig az 6todik napon hatdroztuk meg megmérve a “H-thymidine beépiilést
(42;53;54;62). Az antigén specifikus T sejt valaszt (a direkt T sejt proliferaciét vagy a CTLL-
2 sejtek valaszat a feliiliszoban levd IL-2-re) stimuldcidés indexben fejeztiik ki, amely az
antigén stimuldlt tenyészetekben és a nem stimuldlt kultirdkban jelenlévé inkorporalt *H-
thymidine percenkénti beiitésszamanak ardnyaként definidlhaté6. Az interferon-y (IFNy),
interleukin-4 (IL-4) és tumor necrosis factor-a (TNFa) antigén specifikus termelddését,
pontosabban a citokinek koncentracidjat a sejttenyészet feliilisz6jaban (3x10° sejt/ml), a
tenyésztés negyedik napjdn ELISA technikdval mértiik meg (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA vagy R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (53;54;62).

A PG specifikus antitesteket szintén ELISA-val mértiikk meg(53;54;62). A Maxosorp
,immunoplate”-eket (Nunc, Roskilde, Ddnia) humédn vagy egér porc PG-vel fedtiik (0,1 pg
protein/lyuk, 96 lyuku lemez), majd a szabad kotOhelyeket PBS-ben (pH 7.4) oldott 1%-os

zsirmentes tejporral blokkoltuk. A szérumokat novekvd higitdsban alkalmaztuk, és mind a
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teljes anti-PG antitestek mennyiségét, mind a PG-specifikus antitestek izotipusainak
koncentraci6jat meghataroztuk peroxiddz-konjugédlt kecske anti-egér IgG-vel (Accurate,
Wetbury, NY, USA), vagy patkdny anti-egér IgGl-el és IgG2a-val (Zymed, San Francisco,
CA, USA), mint szekunder antitestekkel (53;54;62). A szérum antitest koncentracidkat a
megfeleld egér IgG izotipus standardok (valamennyi a Zymedtdl) vagy tisztitott egér IgG

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

3.4. Flow cytometria

Az egér II. osztalyd MHC és a HLA molekuldk antigén prezentdld sejtek felszinén
torténd expresszidjanak meghatarozdsahoz heparinizalt periférids vért vagy 1épsejteket
hasznaltunk. A sejteket fluoreszcein isotiociandttal vagy fikoeritrinnel jelzett egér I-A¢ és
huméan HLA-DR vagy HLA-DQ elleni monoklondlis antitestekkel (BD Biosciences) jeloltiik,
€s az egyes vagy kettds festésti mintak fluoreszcencidjat mértiink és analizéltunk FACSscan
flow cytométerrel és CellQuest software-el (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)

(56;69).

3.5. Statisztikai analizis
Statisztikai analizist az SPSS program 7.5 verziéjat haszndlva végeztiink (SPSS,
Chicago, IL, USA). Mann-Whitney és Wilcoxon teszteket alkalmaztunk csoportok kozotti

Osszehasonitasra. A 0.05-nél kisebb P értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.



19

4. EREDMENYEK

4.1. Vad tipusi BALB/c egerek szisztémas immunizaciéja human porc proteoglikannal
és komplett Freund vagy dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) adjuvansok
alkalmazasaval

A PGIA indukcigjdban az antigént hagyomdnyosan komplett Freund adjuvdnsban
emulgedljak és alkalmazzdk intraperitonedlis injekcié formdjadban genetikailag fogékony
egerekben. A komplett Frend adjuvéns intraperitonealis injekcidja két, de még inkabb harom
alkalommal a kisérletes allatok 15-30%-nak elvesztés€éhez vezet, ezért az immunizalasi
folyamatban a madsodik és harmadik injekci6 sordn dsvanyi olajban (inkomplett Freund
adjuvéns) emulgedlt antigént haszndlnak. Mivel ezzel az immunizéal4si médszerrel a harmadik
antigén injekcié utdn csak 30-40%-os arthritis incidencia érhetd el, gyakran sziikség van a
negyedik antigén/komplett Freund adjuvéns injekciora is, ami viszont jelentdés mortalitdssal és
letalitdssal jar. A haldlozds csokkentéséhez, az arthritis incidencidjanak és stlyossdganak
noveléséhez eldzetes kisérleteink sordn az els6, harmadik és 6todik antigén injekciot DDA
adjuvénssal egyiitt alkalmaztuk, és ennek hatdsat Osszehasonlitottuk a hagyoményos
immunizalasi eljardssal. A DDA adjuvans alkalmazdsdval az immunizaldssal kapcsolatos
mortalitds gyakorlatilag megsziint, az arthritis incidencidja a harmadik injekcié utén elérte a
100%-ot, és a kumulativ indexszel jellemezhetd silyossdg meghaladta a hagyomaéanyos
immunizalasi eljardssal elérhetét. Ezen eredmények alapjan kisérleteink tovdbbi részében

arthritis indukcidjara a PG-t felvéltva alkalmaztuk DDA-ban és komplett Freund adjuvdnsban.
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3. abra A proteoglikdn indukdlt arthritis incidencidja és sulyossdga human porc
proteoglikdn aggrekdnnal valé immuniziciét kovetden. A PG-t komplett Freund
adjuvdnsban (FCA) (tométt nyil), inkomplett Freund adjuvédnsban (IFA) (iires nyil) és
dimetthyldioctadecylammonium-bromidban (DDA) (4rnyékolt nyil) emulgedltuk. A. Az
arthritis incidencidjat hetente kétszer vizsgdltuk. B. Minden dallat minden végtagjat
megvizsgaltuk hetente kétszer a gyulladds vonatkozdsdban (0-4 score), ami minden
immunizalt dllatndl egy arthritis score-t eredményezett (0-16 score). A nyilak az injekciok
idejét jelolik. Az dbran négy fliggetlen kisérlet eredményét (n = 10-15 éllat kisérletenként)
Osszegeztiik.
4.2 Az eredeti kevert (PGIA rezisztens) genetikai hattérrel rendelkez6 HILA-
transzgenikus egerek szisztémas immunizacidja
Az eredeti kevert (vagyis PGIA rezisztens) genetikai hétérrel rendelkezd HLA-
traszgenikus egereket (HLA-DR2.Ab’, DR3.Ab’, DR4.Ab’ és DQ8.Ab’ transzgenikus
vonalak) és PGIA-re fogékony vad tipusi BALB/c egereket (pozitiv kontroll csoport)
immunizaltunk, €s vizsgaltunk arthritis eléforduldsdra kisérleteink kezdetén. A PGIA-re
fogékony BALB/c egerek mintegy 70%-a fejlesztett ki arthritist 7-10 nappal a harmadik PG
injekcid utdn, és 100%-a lett arthritises a negyedik PG injekcidt kovetd 3 héten beliil. Ezzel
szemben a HLA-transzgenikus egerek (30-102 immunizalt 4llat az egyes vonalak esetén)

periférids iziileteiben a gyulladdsnak sem klinikai, sem szovettani jele nem volt észlelhetd

még 4 héttel az 6todik PG antigén injekciot kovetden sem (1. tdblazat).
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1. tiblazat HLA-DR4.Ab° és HLA-DQS8.Ab’ traszgenikus kevert genetikai hétterti és vad
tipusi BALB/c egerek PG indukalt arthritisének jellemz6i*

Arthritis incidencia  Arthritis megjelenés Arthritis sulyossagi

Arthritises/0sszes napja foka

(%) atlag+SD atlag+SD
BALB/c egér csoport
HLA-DR2.Ab’ 0/43 (0) nem értelmezhetd nem értelmezheto
transzgenikus
HLA-DR3.Ab° 0/30 (0) nem értelmezhetd  nem értelmezhetd
transzgenikus
HLA-DR4.Ab’ 0/102 (0) nem értelmezheto nem értelmezheto
transzgenikus
HLA-DQ8.Ab’ 0/75(0) nem értelmezhetd nem értelmezhetd
transzgenikus
Vad tipus 63/63 (100) 5543 6,1+0,9
(pozitiv kontroll)

*Az egereket 200 pg human porc PG-nal (PG; proteinként mérve) €s adjuvassal 5 alkalommal
intraprionedlisan immunizaltuk 4 fiiggetlen kisérletben. A kisérleteket az els6 injekciotol
szamitott 112-138 napon fejeztiik be (részletesen 1d. az Anyagok és moddszerek részt). Az
arthritis megjelenési napjdnak €s az arthritis sulyossdgi fokdnak megéllapitasdndl csak az
arthritises allatokat vettiik figyelembe.
43 A proteoglikin elleni sejtes ¢és humoralis immunvalasz mérése
proteoglikan/adjuvanssal immunizalt HILLA-traszgenikus és vad tipusi BALB/c
egerekben

Annak megitélésére, hogy a csokkent immunvalasznak tulajdonithaté-e az arthritis
hidnya transzgenikus egerekben, megmértik mind a PG elleni sejtes és humordlis
immunvalaszt a PG/adjuvanssal immunizalt HLA-traszgenikus és vad tipusi BALB/c
egerekben. Az antigén specifikus T sejtes valaszok, akar a proliferaciot, akar az IL-2 termelést

mértilk (CTLL-2 bioassay), a kiilonboz6 transzgenikus vonalakban €s az arthritises BALB/c

egerekben nagyon hasonldak voltak (4A. dbra). Ugyanez volt a helyzet, amikor a PG-
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antigénnel eléimmunizalt nyirokcsomé sejteket vagy az elsdé, masodik vagy harmadik
intraperitonealis injekci6 utdn a lépsejteket teszteltiik. Hasonléan a T sejtes valaszhoz,
mindegyik transzgenikus egérvonal mutatott human PG elleni antitestvdlaszt az immunizacio
utdn, bar a PG specifikus IgG1 és IgG2a szérumszintje alacsonyabb volt a HLA-transzgenikus
egerekben (kivéve a HLA-DQ8.Ab” csoportot), mint a vad tipusi BALB/c egerekben (4B.
abra). Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy mikozben egyetlen HLA-transzgenikus vonal
sem fejlesztett ki arthritist, valamennyi jol reagdlt a human porc PG-al tortént immunizéciora,
vagyis az egér T sejtek hatékonyan prezentdltdk a humin PG-t a HLA II. osztidlyd

transzgénekkel egyiittmiikodve.
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4. abra Proteoglikinnal (PG) immunizdlt HLA-DR2.Ab°, HLA-DR3.Ab’, HLA-
DR4.Ab’, HLA-DQ8.Ab’ transzgenikus (valamennyiben hidnyzé sajat II. osztilyd
hisztokompatibilitisi komplex molekuldval [Ab’]) és vad tipusi BALB/c egerek
immunvalaszai (n=12 egér/csoport). Az egereket a negyedik PG és komplett Freund
adjuvans injekci6 utdn 9-10 nappal oOltiik meg, és A, az antigén specifikus T sejt
proliferaciét és intrleukin-2 (IL-2) termelést és B, a PG specifikus IgGl és IgG2a
antitestek szérum koncentracidjat hatdroztuk meg. Az értékek az atlagot és a SD-t
mutatjak. * =P < 0,05; ** =P < 0,01. SI = stimul4cids index.

44. A T sejt epitop repertoar proteoglikannal immunizalt HLA-transzgenikus
egerekben

Mivel a HLA-transzgenikus egerek humén porc PG-al tortént immunizéicidja T sejtes

valaszt és antitesttermelést is kivéltott (4 dbra), a kovetkezd nyilvdnvald 1€pés annak
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meghatdrozasa volt, hogy a PG kozponti fehérjelancanak mely T sejt epitdpjait prezentaltdk a
kiilonbozé6 MHC allélek. Ezekhez a kisérletekhez a HLA transzgenikus egereket (6-12
csoportonként) human PG-nal intraperitonalisan immunizaltunk, €s in vitro meghatdroztuk a
feltételezett T sejt epitopoknak megfelelé 143 peptid elleni immunvaélaszt. Amellett, hogy
valamennyi transzgenikus vonal kifejtett immunvalaszt a teljes PG molekula ellen (4A. dbra),
T sejt proliferdcidval szamos PG peptid epitdp is azonosithaté volt a kdozponti fehérjelancon
beliil. A 5. dbra azokat a peptid szekvencidkat foglalja 0ssze, melyek T sejt proliferaciot és
IL-2 termelést valtottak ki a 4 HLA transzgenikus vonal koziil legalabb egyben, és egyuittal

mutatja a pozitiv peptidek lokalizaciéjat a teljes PG kozponti fehérjelancon beliil.
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MHC allélek
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5. abra A human porc proteoglikan (PG) aggrekan sematikus dbrazoldsa és a human PG
kozponti fehérjelancanak HLA-DR2.Ab0O, HLA-DR3.Ab0O, HLA-DR4.AbO, HLA-
DQ8.Ab0 egerekben kimutathaté T sejt epitépokat tartalmazd peptid szekvencidi. Az dbra
bemutatja azt a 31 HLA-pozitiv peptidet, melyeket a human porc PG érett kozponti
fehérjelancénak elsd aminosavjatol szamoztunk. Arthritises BALB/c egerekben 27 T sejt
epitépot azonositottunk (33), és ebbdl a 27 I-A? asszocidlt peptidbél 9-et a négy vizsgalt
HLA allélbdl legaldabb egy szintén prezentélni képes (utols6 oszlop). A BALB/c egerekben
leirt 4 domindns/arthritogén epitépbdl (17) 3 szintén pozitiv volt DR4.Ab0O és DQS.AbO
egerekben is (szaggatott aldhizas).A peptid/epitdp térképezd kisérletekben az egereket 9-10
nappal negyedik intraperitoneélis injekcid utdn oltiik meg, €s az antigén specifikus 1€psejt
proliferdcidt és és interleukin termelést hatdroztuk meg (6-12 egér/HLA-transzgenikus
csoport). A mds idOpontokban immunizalt kiilonbdz6é csoportok Osszehasonlitdsdra a
konzekvensen pozitiv eredményeket stimuldcios indexként (SI) fejeztiik ki és 2-3 kisérlet
eredményeit vontuk Ossze. A kovetkezetesen pozitiv T sejt vadlaszokat SI>1,5 (+) és SI>2,5
(arnyékolt +) abrazoltuk. A vastagbetiis, aldhuzott szekvencidk azok aT sejt epitpok,
melyeket a DR4 koto peptidnek josoltak korabbi vizsgaltok (33;70;71). Figyelemre mélto,
hogy a 31 HLA kot6 pepid koziil 24 volt a human PG G1 doménjaban azonosithato, és a
két leginkdbb domindns peptid régié (a DR4 és DQS8 oszlopok bekeretezett teriiletei)
eredetileg nem voltak erds T sejt epitopnak és/vagy DR4 kotd szekvencidnak josolhatok.
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Altaldnossdgban megdllapithaté, hogy a kiilsnbozé HLA transzgént expresszld
egerek a PG epitépok kiilonbozd csoportjait ismerték fel. A kozponti fehérjelanc G1
doménjén beliil azonban 2 olyan szakasz is elkiilonithetd volt, (p25-42 és p268-285 peptidek
altal képviselt régidk), melyek valamennyi HLA-transzgenikus egérben erdsen
immunogénnek bizonyult szekvencidkat tartalmaznak (5. dbra). Rdaddsul a négy
domindns/arthritogén peptid koziil 3, amit kordbban BALB/c egerekben azonositottak
(33;48), szintén T sejtes vélaszt indukdlt HLA-DR4.Ab" és/vagy HLA-DQS.Ab” egerekben.

A G1 domén két domindns régidja (p25-42 és p268-285) mellett, szimos részlegesen
atfed6 vagy nem atfedo peptid szintén T sejtes valaszokat indukdlt a négy kiilonb6zo
transzgenikus vonalban (kiilonosen a HLA-DR4.Ab” és DQ8.Ab’ transzgenikus egerekben),
bar rendszerint kisebb intenzitdssal (4. dbra), mint a domindns régiokban levd peptidek.
Osszehasonlitva a négy HLA transzgenikus egércsoport epitdp profiljat azt tapasztaltuk, hogy
a pozitiv peptidek kb. 50%-a erés T sejtes vélaszt indukdlt a DR4.Ab és DQ8.Ab’ egerekben,
mig ez az ardny csak 20% volt a DR2.Ab” és DR3.Ab” egerek esetén (5. dbra). Rdadésul a vad
tipusi BALB/c egerekben azonositott domindns/arthritogén epitépok egyike (2379-2394
aminosavak a G3 doménen beliil (69) szintén pozitiv volt DR4 és DQS8 transzgenikus
egerekben is. Ez utébbi epitdp esetén figyelemre méltd, hogy 1 vagy 2 konzervativ aminosav
cseréjével tartalmazza a RA pathomechanizmusdban kiemelkedd fontossdgunak tulajdonitott

,shared epitép” szekvenciat (QKRAA).

4.5. A HLA-DR4 és HLA-DQS8 transzgenikus egerek BALB/c genetikai hattérbe tortént
visszakeresztezésének hatasa az arthritis iranti fogékonysagra
Annak meghatarozasdhoz, hogy a HLA-DR4 és HLA-DQS allélek az egér eredeti II.

osztdlyd MHC-jének hidnydban, arthritisre fogékony genetikai hattér jelenlétében képesek-e
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autoimmun arthritist medidlni human PG-al torténd immunizaciét koveton, a HLA-DR4 €és
HLA-DQS8 transzgenikus egereket visszakereszteztiink PGIA-re fogékony BALB/c genetikai
hattérbe.

Ezen két transzgenikus vonal kivdlasztdsdban dontd jelentdségli volt, hogy a.) ismert a
DR4 és DQS8 RA-el val6 szoros kapcsolata (13-15), b.) a PG kozponti fehérjeldncdnak szdmos
pepid epitépja indukalt erds T sejtes vdlaszt ezekben a transzgenikus egerekben (5. dbra) és c.)
a DR4 és DQS8 transzgenikus egerek a vad tipusi BALB/c egerek dominans/arthritogén 4
epitopja koziil legaldbb 2-re valaszoltak (33).

Mint ezt 147 polimorfikus markerrel valé sziiréssel PCR technikdval is
megerdsitettiik, a visszakeresztezéseket kovetden a 17. kromoszoman elhelyezked6 MHC
lokuszt kivéve mindkét vonal tiszta BALB/c genetikai hétterivé valt. Masrészt flow
cytometria révén ellendriztiik az eredeti egér MHC II. osztdlyu allél, illetve a sejtfelszini
fehérje hidnyat és a funkciondlé transzgén jelenlétét. Ennek megfelelden az I-AY expresszi6
kimutathaté volt a vad tipusi BALB/c egerekben (6A. dbra), mig ez hidnyzott mind a
DR4.Ab" transzgenikus/kongenikus (6B. dbra) és a DQ8.AbO traszgenikus/kongenikus (6C.
abra) egerekben. A flow cytometria szintén igazolta a DR4 allél expresszi6jat a 1épsejtek kb.
20 %-anak felszinén (6E. dbra), mig a DQ8.AbO a BALB/c egerek 1épsejtjeinek 40-50%-an

volt kimutathaté a DQ8 (61. abra).
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6. abra Az I-A%, HLA-DR és HLA-DQ allélek sejtfelszini expresszidjanak flow
cytometrids analizise PG aggrekdn immunizalt vad tipusi BALB/c, illetve HLA DR4.Ab’
és HLA-DQS8.Ab’ transzgenikus/kongenikus BALB/c egerek I1épsejtjein. A nyitott
hisztogrammok az izotipus kontrollokat (hattér) mutatjak; a sotétitett hisztogrammok az I-
A% DR és DQ molekuldk expresszigjat abrdzoljdk. Az 4bran szamos mérés egy-egy
reprezentativ mintdja lathato.

A hét -marker asszisztdlt- visszakeresztezés utdn a DR4.AB’ és DQS.Ab0
transzgenikus/BALB/c héttérre kongenikus egereket és a vad tipusi BALB/c egereket 3
fiiggetlen kisérletben immunizaltuk humédn PG-al. Mig a vad tipusi BALB/c egerek 70-80%-a
fejlesztett ki arthritist a harmadik injekcié utdn, és 100%-uk volt arthritises a negyedik PG
injekciot kovetden, mindkét transzgenikus/kongenikus vonal 5 antigén injekciét igényelt
arthritis kifejlesztéséhez (2 tablazat). Mikozben a HLA transzgenikus egerek arthritisének
indukcidjdhoz legaldbb egy tovabbi antigén injekciora volt sziikség, a PGIA eldfordulasi
gyakorisiga €s sulyossdga alacsonyabb volt a HLA-DR4.Ab’ és DQS8.Ab°

transzgenikus/kongenikus egerekben, mint a vad tipusi BALB/c egerekben. Ez a kiilonbség

kiilonosen kifejezett volt a DR4.Ab’ transzgenikus/kongenikus vonal esetén.
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2. tablazat HLA-DR4.Ab’ és HLA-DQS8.Ab’ traszgenikus BALB/c és vad tipusi BALB/c
egerek PG indukalt arthritisének jellemzoi™*

Arthritis incidencia  Arthritis megjelenés Arthritis sulyossagi

Arthritises/0sszes napja foka

(%) atlag+SD atlag+SD
BALB/c egér csoport
HLA-DR4.Ab° 16/66 (24) T 107£127 3,7£1,7%
transzgenikus
HLA-DQ8.Ab’ 18/43 (42) F 10487 5,2+1,3%
transzgenikus
Vad tipus 55/55 (100) 5442 5,940,8
(pozitiv kontroll)

*Az egereket 200 ug humén porc proteoglikdnnal (PG; proteinként mérve) és adjuvassal 5
alkalommal intraprionedlisan immunizdltuk 3 fiiggetlen kisérletben. A kisérleteket az elsd
injekciotol szamitott 112-129 napon fejeztiik be (részletesen 1d. az Anyagok és mddszerek
részt). Az arthritis megjelenési napjanak €s az arthritis silyossdgi fokdnak megallapitasdnal
csak az arthritises allatokat vettiik figyelembe.
T p <0,01 a vad tipushoz viszonyitva
1 p < 0,05 a vad tipushoz viszonyitva
4.6. A PGIA Kklinikai és hisztopatologiai jellemzéi HILA transzgenikus BALB/c
egerekben

A HLA transzgenikus egerek arthritises iziilteinek hisztopatoldgiai jellemzoi
hasonléak voltak a vad tipusi BALB/c egerekben észlelt arthritisekéhez (17;20;42).
Mikozben a klinikai jellemzOk (2. tdbldzat), a korai szovettani eltérések és a betegség
eldrehaladdsa valamivel enyhébbnek tiintek HLA transzgenikus/kongenikus egerekben, mint

vad tipusi BALB/c egerekben, tulajdonképpen nem volt mindségi kiillonbség a gyulladt

iziiletek hisztologiai képében a transzgenikus €s a vad tipusu allatok kozott (7. dbra).



7 abra Az egerek teljes hatsé ldbanak makroszképos képe és megfeleld hisztoldgiai
metszetek A. normdl, nem immunizalt vad tipusi BALB/c egér, B. proteoglikdn (PG)
immunizalt arthritises vad tipusu BALB/c egér, C. HLA-DR4.Ab"
transzgenikus/kongenikus BALB/c és D. HLA-DQ8.Ab’ transzgenikus/kongenikus
BALB/c egér kb. 7-9 nappal a PG indukalt arthritis kezdete utdn. (hematoxilin és eosin
festés; eredeti nagyitas 4x-es)
4.7. A proteoglikan specifikus peptidek immunogenitiasa HLA-DR4.Ab’ és HLA-
DQ8.Ab" transzgenikus BALB/c egerekben
A PG-al immunizdlt BALB/c genetikai hétteri ~ DR4.Ab° és DQS.Ab°
transzgenikus/kongenikus egerekben észlelt immunvdlaszok (T sejt proliferacio,
antitesttermelés és epitop térképezés) egészében nagyon hasonlitottak az azonos HLA allélt
hordozd, de kevert genetikai hétterli egerekben észlelt immunvalaszokra. A PG epitopok
immunogenitdsdnak tovébbi jellemzéséhez, a PG-al immunizalt DR4.Ab’ és DQ8.Ab°
BALB/c egerek 1épsejtjeit a PG kozponti fehérjeldncanak kivélasztott epitdpjainak megfeleld

peptidek jelenlétében tenyésztettiik, és megmértiik az epitdp specifikus T sejt proliferdciot és

citokin termelést (8 4abra).
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8. abra Proteoglikdn (PG) aggrekdnnal hiperimmunizalt HLA-DR4.Ab" transzgenikus/
kongenikus BALB/c és HLA-DQ8.Ab’ transzgenikus/kongenikus BALB/c egerek
1épsejtjeinek epitop specifikus T sejt poliferdcidja és citokin termelése (IL-2 CTLL-2
bioassay-vel, IFNy és IL-4). A vizsgélt peptid epitopokat a 2. dbran bemutatott ,,HLA-
pozitiv”’ peptidek alapjan valasztottuk ki. Az egereket 10-12 nappal a negyedik
intraperitonealis PG injekciot kovetden véreztettiik el, és a 1€psejtek peptid specifikus T
sejt proliferacidjat (A), IL-2 (B), IFNy (C) és IL-4 (D) termelését mértiik meg (mindkét
transzgenikus/kongenikus vonalbdl 6-6 egér 3 fiiggetlen kisérletben). Az értékeket atlag +
SD-ben adtuk meg. SI = stimulacids index.
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A 11 DR4 asszocidlt és a 8 DQS8 asszocidlt er6s/domindns peptid szintén pozitiv
vélaszt hozott létre a DR4.Ab" és a DQ8.Ab0 BALB/c egerekben (8A. dbra), hasonléan a
kevert genetikai hatter(i DR4.Ab’ és a DQ8.Ab’ egerek esetében mért értékekhez. Mig
azonban néhany peptid a PG-al immunizdlt BALB/c kongenikus/traszgenikus egerekben
jelentds mértékii T sejt proliferdcidt és joval kisebb foku IL-2 termelést valtott ki, mdsok
éppen ellentétes viélaszt indukéltak. A peptidekkel stimuldlt sejtek szignifikdns mennyiségli
IL-2-t (8B. 4bra) és IFNy-t (8C. dbra) termeltek, ezzel szemben nagyon kis mennyiségii 1L-4-
et (8D. dbra). Altaldban megallapithaté volt, hogy magas IFNy/IL-4 ardny volt észlelhet6

arthritises egerekben, ami rendszerint még kifejezettebb volt DQS.AbO, mint DR4.Ab0O
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transzgenikus BALB/c egerekben. Ugyanakkor azonban szignifikdns Osszefiiggés nem volt

észlelhetd az arthritis jelenléte és barmely peptid T sejt dltali felismerése kozott.

4.8. A proteoglikan specifikus peptidek immunogenitiasa peptidekkel eléimmunizalt
HLA-DR4.Ab’ és HLA-DQ8.Ab’ transzgenikus BALB/c egerekben

A domindns és kriptikus PG epitopokat megkiilonboztetéséhez a DR4.Ab0 és
DQS8.AbO transzgenikus/kongenikus BALB/c dllatokat eldimmunizéltuk azokkal az egyedi
peptidekkel, amik erds T sejtes valaszokat valtottak ki a teljes PG-vel val6 immunizaci6 utan.
Az egerek talpbdre ald adott peptid/komplett Freund adjuvédns injekcié utdn 9 nappal a
poplitealis nyirokcsomodkat eltavolitottuk, és a megfeleld (eldimmunizdldshoz hasznélt)
peptidekkel kivéltott proliferdcids vélaszokat és citokin termeléseket vizsgaltuk. A 9. dbra
osszefoglalja a PG/peptid specifikus T sejtes valaszokat, magéban foglalva a citokin termelés
profiljait is.
A kivalasztott peptidek koziil a p28-42 és p271-285-6s provokdlta a legjelentdsebb T sejtes
proliferaciét és a domindnsan Th-1 tipusu citokin termelést mindkét transzgenikus vonalban.
DQS8.AbO transzgenikus/kongenikus BALB/c egerekben, a nyirokcsomo sejtek stimuldldsa a
p250-264 €s p1989-2004-es peptidekkel, kiilonosen erds IL-2 termelést véltott ki, mig ezek a
peptidek csak relative gyenge IFNy termelést véltottak ki, IL-4 termelést pedig egyaltalan
nem indukdltak (9. dbra, tomott oszlopok). Harom masik peptid (p76-90, p265-279 és a p277-
291) a DR4.Ab0 és a p2379-2394 peptid a DQ8.AbO BALB/c egerekben csak nagyon gyenge
T sejt proliferaciot és IL-2, IFN és IL-4 termelést indukélt el6immunizalas utan (9A-C.), bér
a T sejtek 4ltal felismerésre keriiltek PG immunizaciot kovetden a DR4 és DQS8 transzgenikus
egerekben. A szintetikus peptidekkel eldimmunizalt egerekbdl szdrmazd nyirokcsomd és

1épsejtek nem vilaszoltak huméan PG-vel val6 stimuldciéra. Igy azok a peptidek, melyeket PG
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immunizaciét kovetd erds T sejtes vdlasz alapjan valasztottunk ki kriptikus epitopoknak

tekinthetok.
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9. abra HLA-DR4.Ab° transzgenikus/kongenikus BALB/c és HLA-DQS.Ab°
transzgenikus/kongenikus BALB/c egerek tenyésztett nyirokcsomé sejtjeinek peptid
specifikus T sejt poliferdcidja és citokin termelése (IL-2 CTLL-2 bioassay-vel, IFNYy és
IL-4) 50 pg peptiddel és 100 pl komplett Freund adjuvanssal (CFA) valé el6immunizalas
utdn. A peptid/CFA emulziét a talp bdére ald injektaltuk és a poplitealis €s inguinalis
nyirokcsomodkat 9 nappal késobb eltavolitottuk. A nyirokcsomod sejtek peptid specifikus
(25 pug/ml) T sejt proliferacidjat (A) és IL-2 (B), IFNy (C) és IL-4 (D) termelddését
mértiik (6 egér csoportonként). Ugyanezt a kisérletet megismételtiik mind nyirokcsomo,
mind Iépsejtekkel talpba, illetve intraperitonealisan adott eléimmunizalds utan (11 egér
minden peptid, két fiiggetlen kisérletben). Miutdn a valaszokban szignifikdns
kiillonbségeket nem taldltunk a peptid primolt nyirokcsomé €s 1épsejtek kozott, a hdrom
kisérlet eredményeit (Osszesen 26 duplikdlt assay minden peptidre) Osszegeztiik. Az
értékeket dtlag + SD-ben adtuk meg.
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5. MEGBESZELES

A human génallomédnyon beliil kiilonb6z6 MHC allélek hajlamositanak leginkdbb RA-
re (1;2;5;7), de az MHC Onmagdban nem elégséges a betegség kialakitisahoz (2;72). Az
arthritis irdnti fogékonysaggal kapcsolatba hozhaté nem-MHC lokuszok azonositasit célzo,
teljes human genom sziirésre vonatkoz6 tanulmanyok azonban nagyon koriilményesek és
bizonytalan eredményeket adnak a genetikailag rendkiviil heterogén humén populdciéban.
Azok az 4allatmodellek, melyek hasonlésdgot mutatnak az 6roklédés €s a patofizioldgiai
jellemzok vonatkozdsdban a RA-hez (6;17), és kiilondsen azok, melyekben a betegséget
kontrolldlé sajat MHC-t RA-re hajlamosit6 HLA allélekkel cserélik ki, hasznos kisérletes
megkozelitést jelenthetnek a HLA molekuldk autoimmunitdsban betoltott szerepének
tanulmanyozdasdban (5;73-75).

Munkdmban a human porc PG-t hasznaltam arthritist indukdlé antigénként, olyan
humanizélt egerekben, melyek a sajat II. osztdlyd MHC molekuldjuk helyett HLA alléleket
tartalmaztak, €s arthritisre hajlamosité vagy rezisztens genetikai héttérrel rendelkeztek. Ez a
kisérleti rendszer lehetdséget nytjtott szamomra, hogy azonositsam human porc PG korabbi
modellkisérletek sordn megjésolhaté azon epitdpjait, amelyeket a RA-re hajlamosit6 HLA
molekuldk prezentdlnak, és megerdsitsem a nem-MHC asszocidlt gének kritikus szerepét a
betegség mechanizmusdban. Rdad4sul a PG molekula kozponti fehérjelancanak néhany nem
egyértelmiien megjosolhat6 szekvencidja is erds T sejt epitopként volt felismerhetd a HLA-
DR4.Ab" és HLA-DQS8.Ab’ transzgenikus egerekben, utalva a modellkisérletek és a valédi
bioldgiai rendszer kiillonbozdségeire €s a modellkisérletek korlataira.

Koréabbi kisérletek azt mutattdk, hogy a PGIA rezisztens és PGIA fogékony torzsek
nagymértékben hasonlé immunvélaszt adtak porc PG-al valé immunizdlas utan (17;62).
Ugyanakkor az arthritis irdnti fogékonysdg nyilvanvaléan fiiggott mind a megfelelé6 MHC

allél, (legyen az H-2%, DRB1*0401 vagy DQ8B1*0302), mind a megfelelé genetikai hattér
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(BALB/c) jelenlététdl. PGIA-ben az MHC és a nem-MHC gének kritikus szerepére kordbbi
tanulmanyok vilagitottak rd. Az MHC szerepére utalé egyik legjobb példa szerint, a vad
tipusi BALB/c és a kongenikus BALB/K egerek (melyek H-2¢, illetSleg és H-2" alléleket
hordoznak) fogékonyak PGIA-re, mig a kongenikus BALB/B vonal (mely arthritis
szempontjabol rezisztens H-2" allélt hordoz BALB/c héttér mellett) teljesen rezisztens PGIA-
re (17;62). A nem-MHC gének arthritis irdnti fogékonysagban betoltott szerepét mutatja, hogy
mig a BALB/c egerek (H—2d) 100%-o0s hajlamot mutatnak PGIA-re (17), sem a DBA/2, sem a
NZB egerek (mindkét torzs szintén H-2%-t hordoz) nem fejlesztenek ki arthritist PG-al val6
immuniz4cié utdn (17;43;62). Igy nem volt megleps, hogy kisérleteinkben a humanizalt
egerek RA-re hajlamosit6 MHC allélekkel és kevert genetikai hattérrel (CBA/J, B10.M,
129/Sv, C57BL/6) valamennyien rezisztensek voltak PGIA-re, annak ellenére, hogy néhany
ezen transzgenikus egerek koziil kifejlesztett arthritist II. tipusd kollagénnel tortént
immunizaciét kovetoen (57;60;61;76-78).

A két legfontosabb arthritises egérmodell (PGIA és kollagén indukalt arthritis (CIA))
kozotti fogékonysdgbeli kiilonbség a kiillonbozd o6roklédési mintdzattal €s a MHC mas
genetikai lokuszok feletti hatdsdban meglévo kiillonbségekkel magyarazhat6 (17;54). A MHC
vonatkozdsdban heterozigéta egerek egyetlen CIA irdnti fogékonysdgi alléljiik (pl H-29*")
jelenlétében is képesek kifejleszteni arthritist II. tipusi kollagénnel valé immunizaciot
kovetden, ezzel szemben H-2Y homozigétasag sziikséges a PGIA kialakuldsahoz (53;54).
Vagyis a fogékonysagi 16kuszok kozott az MHC hatdsa sokkal erdsebb kollagén indukalt
arthritisben, mint PGIA-ben (17;53;54). Ezzel kapcsolatban fontos azonban azt is
hangsilyozni, hogy a poligénes betegségek domindns 6roklddésére vonatkozé bizonyitékok
(mint ez lathaté CIA esetén) hidnyoznak emberben, vagyis az o©roklodési mintdzat
vonatkozdsdban a PGIA kozelebb 4ll a human RA-hez. Az egér H-2 (PGIA fogékonysagi

allél) helyettesitése DR4 vagy DQS8 allélekkel arthritis-fogékony (BALB/c) genetikai hétterti
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egerekben lehetdvé teszi PGIA indukcidjat, ami szintén arra utal, hogy a betegség (a PGIA és
a RA egyarant) kifejlodéséhez a MHC és nem-MHC allélek optimélis kombinécidja
sziikséges. Bar a RA-re hajlamosit6 DRB1 (DR4) allélt gyakran észlelték DQB1 (DQS8)-cal
kapcsoltan human populdciéban, a humanizalt egerekben a DRB1*0401 vagy DQB1*0302 is
elégséges volt a human porc PG arthritogenitdsanak kialakitiséhoz megfeleld (BALB/c)
genetikai hattér esetén.

Kisérleteink fontos megfigyelése volt a PG immunizalt egerekben megfigyelhetd
szamos ellentmondds az eldére jelzett €s a valdjaban felismert T sejt epitépok kozott. A
feltételezett T sejt epitopok meghatdrozdsahoz hasznélt kiilonb6zo eldrejelzési algoritmusok a
MHC/peptid és a peptid/T sejt receptor struktirdk illeszkedésén alapultak mind BALB/c és
C3H (I-A") egerekben, mind a humén DR4 és DQ8 molekuldk és a T sejt receptorok kozott.
Ezek az eldrejelzési eljardsok, a huméan porc PG kozponti fehérjelancabdl 6-18 magas
valészintiségi értékii T sejt epitopot josoltak az egyes MHC-kre vonatkozéan. Egy masik
tanulmanyban a human PG-ok kozponti fehérjelincdnak B sejt epitdpjait joésoltdk és
vizsgéltdk meg (79). A fent emlitett vizsgdlatok azt sugalltdk, hogy néhany helyet kivéve a
teljes G1 domén, és a G2 domén G1-gyel nagyfokban homol6g B és B’ hurkai, valamint a G3
domén epidermélis novekedési fakor szerti C termindlis része szamos, gyakran atfedd T és B
sejt epitopokat tartalmazhat. Ezen eldrejelzések gyakorlati teszteléséhez ,,pin szintetizalt”
peptidekkel 3 aminosavnyi elcsusztatdsokkal lefedtiik a teljes G1, G2 és G3 domént éppugy,
mint a keratan-szulfdt és chondroitin-szulfat-k6td régidk azon szekvencidit, amelyek eldre
jelezhetSk voltak a modellkisérletek soran. Igy 143 szintetikus peptid szekvenciat teszteltiink
human porc PG-vel immunizdlt vad tipusi BALB/c egerekben, és ezek koziil 27-et
azonositottunk T sejt epitopként. Mind a 143 peptidet teszteltiik T sejt valasz szempontjabdl

DR4.Ab° és DQ8.Ab’ egerekben is.
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Arthritises vad tipusi BALB/c egerekben végzett kordbbi epitdp tesztelési kisérletek
(33) utdn nem volt meglepd, hogy PG-al immunizalt traszgenikus egerekben csak néhany
HLA a4ltal prezentdlt peptid keriilt felismerésre. Ugyancsak varhat6 volt az is, hogy a
modellezési megfontoldsok alapjan nem elOrejelezhetd néhany epitdpot is azonositani lehet,
ami igazolddott is a kisérletekben. Mindenképpen érdekes volt azonban, és tovébbi
vizsgalatok sziikségességét veti fel az a felismerés, hogy a PG kozponti fehérjelanc két
régidjat képviseld peptidek (p22-51 és p253-285) jelentdsen immunogénnek bizonyultak
mind a DR4, mind a DQS8 transzgenikus egerekben, mikdzben ezek a szekvencidk nem voltak
megjoésolhatok potencidlis T sejt epitopként sem a DRB1*0401(70;71), sem a DQB1*0302
allélek esetén azokban a tanulmanyokban, melyek tobbféle modellezési €s eldrejelzési
modszert alkalmaztak (66-68). Ugyancsak feltiind volt, hogy ezzel szemben néhany peptid a
G1 doménen beliil és egy peptid szekvencia ("> GAYYGSGTPSSFP) a chondroitin-szulfat
kot région beliil, amit nagy affinitdsi T sejt epitépként prognosztizdltak (70;71), nem
bizonyult immunogénnek humanizalt egerekben.

Ezért a tovabbiakban egyéb algoritmusokat és epitop elérejelzési modszerekkel kapott
eredményekkel (80-82) is Osszevetettiik a DR4 és DQS8 traszgenikus egerekben kiilonb6z6
peptidekre adott T sejt vdlaszok eredményeit. Kovetkezésképpen megallapithaté, hogy
mikdzben a p22-51 és a p250-291 szekvencidk a modellezési eljardsok soran eredetileg nem
voltak hatékony MHC kot peptidekként kivélasztva, szdmos kozepesen erds kotodési
valoszinliségli T sejt epitdpot azonositottak mindkét core protein régidban. Ezek alapjin
kijelenthetd, hogy bar az epitép eldrejelzés eldsegitheti a feltérképezd kisérleteket, in vivo
tesztek feltétleniil sziikségesek az eldrejelzések korrektségének megerdsitéséhez. Szintén
lehetséges azonban az is, hogy a GAG-kotd régidban elhibaztunk szamos nem eldre jelzett T
sejt epitopot kisérleteink sordn, mivel csak a nagy valdszintiséggel megjosolt T sejt epitdpokat

vizsgéltuk kisérleteink folyaman.
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Annak ellenére, hogy a DR4 allél a PG kozponti fehérjelanc valamivel nagyobb
repertoarjat képes bemutatni, mint a DQS8 allél, a DR4.Ab0 transzgenikus/kongenikus
BALB/c egerek arthritis incidencidja €s sulyossidga jelentésen kisebb volt, mint a DQS8.AbO
transzgenikus/kongenikus BALB/c vonal esetén. Rdaddsul mind a DR4.Ab0O, mind a
DQS8.AbO transzgenikus/kongenikus egerekben az arthritis silyossdga és még inkdbb az
arthritis eléforduldsa joval alacsonyabb volt, mint a vad tipusi BALB/c egerekben, illetve a
HLA/transzgenikus BALB/c egerek legaldabb egy tovabbi PG injekciét igényeltek az arthritis
kialakitasahoz. A vad tipusu és a HLA transzgenikus BALB/c egerek betegség incidencidja és
sulyossaga kozott észlelt kiilonbségek részben az egér CD4 és HLA allél kozotti komplex
gyengeségével, részben az egér T sejt receptor €s HLA kozotti illeszkedés tokéletlenségével
magyardazhatok. A két transzgenikus/kongenikus vonal kozotti kiilonbség részben a HLA
transzgének expresszidja kozotti eltéréssel, részben a két HLA allél éltal prezentalt kiilonboz6
epitop repertodrral magyarazhatok.

A PG kiilonbozé T sejt epitépjainak immunogenitdsa pontosabban jellemezhetd volt a
peptidek T sejt prolifracidra és citokin termelésre kifejtett hatdsanak vizsgdlata révén. Igy egy
olyan hierarchikus rendszer is feltételezhetd, melyben egyes epitopok hatdsara inkdabb a T
sejtek proliferacija jon létre, mig masok inkabb citokin termelést indukdlnak. A peptidek
altal indukalt citokin profilra inkdbb az IL-2 és az IFN-y dominancidja volt jellemz0, szemben
az IL-4 termeléssel, ami Osszhangban all a RA-re és a PGIA-re egyarant jellemzd Thl
dominanciaval.

Osszefoglalva, kisérleteinkben a RA-ben potencidlis autoantigénként szerepld PG-t
hasznédltunk HLA allélek szempontjabdl humanizélt egerekben. Igazoltuk, hogy az emberi
porc PG-k a humdn MHC molekuldk révén egér T sejtek szdmdra bemutatasra keriilnek, és
immunvalaszt valtanak ki. Megvizsgéltuk PG epitdp repertodrjit, mely a humanizélt rendszer

€s a RA-re hasonlé éllatmodell hasznélatival az eredmények humédn RA-re vonatkozd
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kiterjesztését is lehetové teszi. Ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy a PG komplex
szénhidrat struktdrdi, melyek magukba foglaljdk a GAG- kotd régidk oldallancait és az N- és
O-kotott oligosaccharidokat is, komplikédlhatjdk a képet, mivel ezek a szénhidrat struktirdk
elfedhetik a T sejt epitopokat és/vagy interferdlhatnak az antigén bemutatdsi folyamatokkal
(25;48). Tovabbi kisérletek sziikségesek emellett az egér CD4 és a humdn HLA allélek
kozotti kolesonhatds in vivo vizsgélatara, a DR4 és DQS8 allélek koexpresszidjanak arthritis
fogékonysdgra és sulyossdgra kifejtett hatdsanak vizsgdlatdra, valamint a T sejt receptor
Vo/Vp lanc hipervaridbilis regidjan beliil a peptidkotShelyek lokalizdciéjanak megitélésére.
Vagyis kombindlt transzgenikus vonalak, melyek parhuzamosan expresszadljdk a humén
CD4/HLA-DR4/DQ8 alléleket, a megfeleld T sejt receptor lancokat BALB/c genetikai hattér
mellett hasznos eszkoznek bizonyulhatnak a betegség mechanizmusidnak pontosabb
meghatarozasdban, mutatva a human porc autoimmun/arthritogén epitopjait és a nem-MHC

I6kuszokat és géneket, melyek szerepet jatszhatnak a RA patomechanizmuséban.
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6. U) EREDMENYEK

Altaldnossidgban megjegyzendd, hogy a vildgon elséként vizsgdltuk HLA
transzgenikus egerekben a PG szisztémds immunizaciéjanak hatdsat, kiilonos tekintettel a PG
hatdsra 1étrejott szisztémds immunvélaszra, a PG epitépok repertodrjara és az arthritis
indukcidra.

Megvizsgaltuk a kisérletes arthritis indukcidjaban kordbban nem hasznalt adjuvans, a
DDA hatasdt PGIA-ben. Azt taldltuk, hogy Osszehasonlitva a hagyomdnyosan hasznalt
komplett és inkomplett Freund adjuvansokkal, a DDA jelentdsen noveli a PGIA sulyossagat
és el6fordulasi gyakorisagat, mikozben a kisérleti allatok korében észlelt mortalitds jelentdsen
csokkent.

Megvizsgaltuk a PGIA indukdalhatésagat arthritisre rezisztens genetikai hattérrel
rendelkez0 HLA-transzgenikus egerekben. Megallapithat6 volt, hogy a RA-re fogékonysagot
kozvetitd II. osztdlya MHC allélek jelenléte ©Onmagdban nem elégséges a PGIA
indukciéjahoz, sejtetve a nem MHC genetikai hattér fontos szerepét.

Meghataroztuk a PG-nal torténd szisztémds immunizicié hatdsdt az arthritisre
rezisztens HLA transzgenikus egerek sejtes és humordlis immunvélaszara, dsszehasonlitva az
eredményeket a PGIA fogékony BALB/c egerekben észlelttel. Megéllapithaté volt, hogy a
transzgenikus egerekben 1étrejott immunvalaszok intenzitdsa jelentdsen nem kiilonbozott az
PGIA-re fogékony BALB/c egerekétdl, igy az arthritis kialakuldsa vagy hidnya nem volt
magyardzhat6 az immunvalaszok kiilonbozoségével.

Humanizalt egerekben jellemeztiikk a humdn PG epitdp repertodrjat a PG-nal tortént
szisztémds immunizicidt kovetden. Ennek sordn a human PG legnagyobb valdszinliséggel
arhritogén epitépot hordoz6é G1 és G2 domén egészét és a nagy kiterjedésili, de az arthritis
indukcidban kisebb szereppel biré chondroitin- és keratan-szulfat kotd régié modellezéssel

eldrejelzett szakaszait vizsgaltuk. Azt taldltuk, hogy mikdzben mind a négy kiilonb6z6 HLA
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transzgenikus vonal az epitépok kiilonb6zd csoportjait prezentdlta, a G 1 doménen beliil két
régi6 erds sejtes immunvalaszt indukalt mindegyik transzgenikus vonalban. Osszességében a
HLA-DR4.Ab°, HLA-DQS8.Ab’ transzgenikus egerek nagyobb szdmi PG epitpot
effektivebben prezentéltak, szemben a HLA-DR2.Ab" és HLA-DR3.Ab’ egerekkel, kisérletes
modszerekel is utalva ezen II. osztalyd MHC molekuldk RA iranti fogékonysdgban betoltott
szerepére. A modellezési eljardsokkal eldre jelzett és a biologiai kisérletekben valéban
prezentalt epitopok kozotti részleges kiilonbozdségek az epitdp térképezési eljardsokban a
sejtes immunvalaszok vizgalatanak fontossagat hangsulyozta.

Az epitdp specifikus T sejt proliferacié €s a citokin termelés vizsgdlataval
megallapithaté volt, hogy a PG molekula mely epitépjai indukdlnak inkdbb T sejtes
proliferaciét, és melyek stimuldljdk a vizsgalt citokinek (IL-2, IFNYy és IL-4) termelddését.
Ezzel jellemezni lehetett az egyes epitdpok arthritis indukcidban betoltdtt szerepét,
hierarchikus rendszerbe foglalva azokat.

Humanizalt egerekben humédn PG-nal tortént szisztémds immunizdcidval, Gj —a
kordbbiakban arthritis indukciéra nem hasznalt adjuvins, a DDA alkalmazasdval- arhritist
tudtunk kivaltani, és leirtuk ezen arthritis klinikai és hisztopatoldgiai jellemzoit. A vad tipusu
BALB/c egerekben kialakithat6 PGIA-szel 0Osszehasonlitva megdllapithaté volt, hogy a
humanizélt egerekben megfigyelhetd arthritis kivaltasdhoz erdteljesebb immunizéldsra volt
sziikség, €és Osszességében gyengébb intenzitdsu volt, mégis a transzgenikus egerekben
megfigyelhetd arthritis mindségileg nem kiilonb6zott a BALB/c egerekben észlelttol.

Munkénk sordn tehat bebizonyitottuk, hogy a HLA II. osztalyd molekuldk prezentalni
tudjadk a human porc PG kozponti fehérjelancanak epitdpjait a T sejteknek, és kisérletes
arthritist tudnak indukdlni. Ugyancsak igazolhat6 volt, hogy ebben az dllatmodellben az MHC
II. osztdlyd allélek mellett a nem-MHC hattér szintén meghatiroz6é tényezd az arthritis

kialakulasaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkénk célja annak tisztdzdsa volt, hogy (1) a human porc PG antigénként
bemutatdsra keriil-e a RA-ra hajlamosit6 HLA-DR4 és/vagy HLA-DQS8 allélek 4ltal
transzgenikus egerekben, és (2) a human porc PG indukél-e arthritist fogékony vagy ellenéllé
nem-MHC genetikai hattér esetén.

Ennek tisztizdsara négy HLA transzgenikus egér-vonalat hoztunk létre, melyek az
eredeti egér MHC 1II. osztalyd allélek helyett human alléleket hordoztak (HLA-DR2.Ab°,
HLA-DR3.Ab°, HLA-DR4.Ab°® és HLA-DQS8.Ab®), majd ezek koziil kettét (HLA-DR4.Ab°
és HLA-DQ8.Ab®) visszakereszteztik BALB/c genetikai dlloményd egérbe. Az egereket az
eredeti “kevert” genetikai hattérrel és a PG-indukalt arthritisre fogékony BALB/c hattérrel
immunizaltuk human porc PG-al és vizsgaltuk esetleges arthritis kialakuldsat. A T-sejtes
immunvalaszt (IL-2, IFN-y és IL-4 termelés és T-sejt poliferdcié) meghatdroztuk in vitro 15
aminosavbdl 4ll6 szintetikus peptidek jelenlétében. Osszesen 143 T-sejt epitép peptidet
vizsgaltunk meg potencidlis epitopként a PG molekula kdzponti proteinlancabol.

Mindkét HLA traszgenikus egércsoport (mikozben sajat II. osztidlyd molekuldi
hidnyoztak) termelt antitesteket, és kifejtett T-sejtes immunvalaszt a human porc PG ellen. A
kiilonbozé HLA transzgenikus vonalak immunvélaszt adtak a huméan porc PG kiilonb6zo T-
sejt epitdpjaira, €s jelentdés IL-2, IFN-y, IL-4 termelést €s T-sejt proliferaciét mutattak.
Szamos T-sejt epitop keriilt felismerésre a HLA-DR4 és HLA-DQS8 egerekben egyarant, de
egyik “kevert genetikai hatteri” HLA-transzgenikus egércsoportban sem volt kialakithaté
arthritis PG immunizéciéval. Amikor a HLA-DR4.Ab® és HLA-DQS8.Ab° egereket BALB/c
genetikai hattér mellett immunizéltunk humén porc PG-vel, az 4llatok 35-50%-4aban alakult ki
arthritis. Bar az arthritis kialakuldsa késleltetett volt a HLA-transzgenikus egerekben,
Osszehasonlitva a BALB/c egerekkel, az arthritis macroscopos és szovettani jellemzOi

hasonléak voltak a BALB/c csoportban észlelttel.
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Osszefoglalva, kisérleteink jelentik az elsd bizonyitékot arra, hogy a (i) human porc
PG kozponti fehérjelancéanak epitépjai a HLA II. osztilyd molekuldk &ltal bemutatdsra
keriilhetnek, és (ii) a nem-MHC hattér éppoly fontos az arthritis kialakuldsaban, mint az MHC

II. osztélyu allélek.
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ECM
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PGIA
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9. ROVIDITESEK

dimethyldioctadecylammonium-bromid
rheumatoid arthritis

f6 hisztokompatibilitdsi komplex
extracelluldris métrix
proteoglikan

gliik6zaminoglikan

PG-indukalt arthritis

polymerase lancreakci6
komplett Freund adjuvéns
interleukin-2

interferon-y

interleukin-4

tumor necrosis factor-o
inkomplett Freund adjuvans
stimuldcids index

kollagén indukalt arthritis
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