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Bevezetés

A rheumatoid arthritis (RA) autoimmun gyulladdsos betegség, mely rendszerint a
diarthrodidlis iziilteket érinti, porcdestrukcidhoz és csonterosiokhoz vezetve. Mikozben a
betegség elsddleges célszerve a synovialis iziilet, nincs arra egyértelmii bizonyiték, hogy a
porcszovet, csont vagy synovium barmely molekuldja autoantigénként szerepel-e. Igy a RA
etioldgidja ismeretlen és valdszinlileg mind kornyezeti, mind genetikai faktorok egyarant
felelossé tehetdk a betegség patogenezisében. A genetikai tényezdk kozott a 6
hisztokompatibilitdsi komplex (,,major histocompatibility complex” [MHC]) valdsziniileg a
legfontosabb prediszpozicids faktor, de az MHC Onmagdban nem elégséges a betegség
kivaltasdhoz. Az elmult években szamos nem-MHC lokuszt azonositottak, melyek a betegség
kivaltasdban valdsziniileg részt vevo gént tartalmaznak.

A RA 06sszefiiggése bizonyos HLA allélekkel mar tobb mint két évtizede ismert, és az
elmult években ezen MHC allélek nagyszamu alcsoportjat fedezték fel polymerase lanc-
reakci6 révén. Bar jelentds eltérések vannak a kiilonb6z0 etnikai csoportok kozott,
nyilvanvaléva valt, hogy a HLA-DRB1 *0101, *0401, *0404 vagy *0405 allélek
valamelyikét hordoz6 egyének nagyobb valdszinliséggel betegednek meg RA-ben. A
kiilonb6zé MHC allélek azonban komplex csoportokban 6rokldédnek, és mivel a DRB1 allélek
szoros ,linkage disequlibriumban” vannak olyan DQB1 allélekkel, mint a DQB1*0301
(HLA-DQ7) és a DQB1*0302 (HLA-DQS8), nem konnyli meghatarozni, hogy a HLA-DRB1
allélek onmagukban vagy a HLA-DQBI1 allélekkel kombindcioban segitik eld a RA
kialakulasat.

Mikozben az MHC a leger6sebb genetikai tényezd az RA irdnti fogékonysdgban,
szdmos nem-MHC lokusz is kapcsolatot mutat a betegséggel olyan csalddokban, ahol tébb
egyénben is eléfordult RA. Altalinos probléma viszont az ilyen, teljes genomot feltérképez

vizsgdlatokban, hogy a humén populdcié extrém nagy genetikai variaciol miatt meglehet6sen



gyenge kapcsolat mutathat6 ki a nem-MHC lokuszok €s a betegség irdnti fogékonysag kozott.
A nem-MHC lokuszok azonositdsa sordn nyert human vizsgalati eredmények aldtdmasztasira
hasznos kisérletes megkozelités az olyan ragcsdlok alkalmazdsa, melyek indukalt gyulladdsos
iziileti betegségei sok vonatkozasban hasonlitanak a RA-re.

A RA-re legjobban hasonlité dllatmodellek koz¢é azok tartoznak, melyek a porc
extracellularis métrix (ECM) valamely komponensével (II. tipusu kollagén, proteoglikan [PG]
[aggrekdn], link protein, humdn porc glycoprotein-39) torténd szisztémds immunizicidval
valthatok ki genetikailag fogékony egerekben és patkdnyokban. A PG-indukalt arthritis
(PGIA) sok hasonlésdgot mutat a RA-hez a klinikai kép, az immunoldgiai tényezok, a
radioldgiai elvéltozdsok és a diarthrodidlis iziiletek hisztopatolégiai képe vonatkozdsaban.
Akarcsak a RA, a PGIA is polygénes jellegli, és mind az MHC, mind a nem-MHC
komponensek fontos szereppel birnak az arthritis kialakuldsdban. Az elmult években sok
nem-MHC fogékonységi lokuszt azonositottak PGIA-ben, mely megfeleltek azoknak a human
kromoszéma régidknak (,,quantitative trait loci”’), melyeket csalddvizsgalatok segitségével
azonositottak RA-ben.

A PG komplex makromolekula. Kozponti fehérjeszala mintegy 2400 aminosavbdl all,
amihez gliik6zaminoglikdn (GAG) oldallancok (chondroitin- szulfat és keratan-szulfat)
kovalens kotéssel kapcsolddnak. A nagyszdmui GAG oldalldnc (>120/PG molekula) elfedheti
a kozponti fehérjeldnc antigénhelyeit, igy az intakt PG relative gyenge antigén. A negativ
toltésti GAG oldallancok enzimatikus eltdvolitdsa jelentosen noveli a molekula PGIA
indukcigjdban kihasznalt immunogenitdsat. Néhany szerkezeti véltozds, mint a részleges
deglikozildcié vagy a kozponti fehérjeldnc hasitdsa kiilonboz6 metalloproteindzok éltal in
vivo is létrejohet a normal porc PG turnovere sordn, rdadasul ezek a vdltozdsok még
jelentdsebbek gyulladdsos koriilmények kozott. A PG lebomlasakor 1étrejovo fregmentumok

kivalthatnak és/vagy fenntarthatnak lokalis immunreakcidkat a fogékony allatok vagy a RA-



es betegek iziileteiben. A huméan porc PG elleni immunvdlasz valéban kimutathaté RA-es

betegekben is, aldtdmasztva azt a hipotézist, hogy més autoantigénekhez hasonléan a human

porc PG az autoimmun gyulladdsos reakci6 célpontja lehet RA-es iziileti folyamatokban.

Célkitiizések

Munkém sordn arra kerestem a valaszt, hogy

1.

PGIA-ben a dimethyldioctadecyl ammonium-bromid (DDA), egy erdteljes
€s a hagyomdnyosan hasznalt Freund adjuvdnsok mellékhatdsaitél mentes
adjuvdans alkalmazdsa milyen hatdsu, illetve a hosokk és a geldanamycin (a
90 kDa-os hdosokk fehérje steroid receptorral vald kotodését és a T sejt
aktiviciot gatlé hatdsi molekula) gétolja-e az arachidonsav felszabaduldsat
mononukledris sejtekben,

a RA-re hajlamosit6 MHC II. osztdlyd molekuldkkal egyiitt a human porc
PG bemutatasra keriil-e egér T sejtek részére,

meg kivantam hatdrozni, hogy a human PG kozponti fehérjelancdnak
epitopjai képesek-e arthritist indukélni arthritisre rezisztens vagy fogékony
genetikai hattér esetén,

és fel akartam térképezni a PG valamennyi elore jelezhetd T sejt epitdpjat,
melyek bemutatdsra keriilhetnek az RA-ben leggyakoribb hajlamosité allélek

altal.

Anyagok és médszerek

HLA class II-transgenic mice

Az egerek sajat MHC II. osztdlyd molekuldk vonatkozdsaban deficiensek volak, mivel

a H-2Ea gén promoter régijdban jelenlevd spontdn muticiét (H-2" haplotipusban)



kombindltdk a H-2AB gén célzott karositasaval (AB0 deficiens). A négy eredeti traszgenikus
vonal HLA-DR2.Ab” (DRB1%¥1502), HLA-DR3.Ab” (DRBI1%¥0301), HLA-DR4.Ab’
(DRB1*0401), és HLA-DQ8.Ab’ (DQA1*0301 koexpresszalva DQB1*0302-vel) volt.
Antigének, immunizacio és az arthritis vizsgalata

A PG-t human felnétt porcbdl nyertiik, és a GAG oldallancokat chondroitinase ABC-
vel valé emésztéssel tavolitottuk el. A szobajovo peptid szekvencidk kivalasztasa az MHC-
koté mintdk, a T sejt epitopokban gyakori a-helix amfipatikus szekvencia mintdk és a
hidrof6b”’strip-of-helix” algoritmus alapjan tortént. Ezen vdalogatds eredményeképpen
kivalasztott Osszesen 143 PG kozponti fehérjeldnc peptidet szintetizdltattunk. Ezt a 143
peptidet haszndltuk a T sejtes védlasz (T sejt proliferdcié és interleukin-2 [IL-2] termelés)
kezdeti szlirésére HLA-traszgenikus €s vad tipusi BALB/c egerekben. A T sejtes vélaszokat
kivalt6 peptideket haszndltuk peptid immuniziciés kisérletekre és epitop sziirési
vizsgélatokra.

Epitop szlirésre 6-8 hetes egereket injekcidztunk intraperitonealisan és a talp bore ald
komplett Freund adjuvdnsban (CFA) feloldott PG antigénnel vagy szintetikus peptiddel. Az
egereket a ,,priming” injekcid utdan 9 nappal vagy a harmadik intraperitonealis immunizaciot
kovetd 9-10 nappal véreztettiik el. Az intraperitonedlisan oltott egerekbdl a 1épet, a talp bdre
ald immunizalt egerekbdl a poplitedlis €és az inguinalis nyirokcsomdkat tavolitottuk el. A 1ép
vagy a nyirokcsomé sejtek T sejtes vdlaszat a PG vagy az egyes szintetikus peptidek
jelenlétében hatdroztuk meg.

Arthritis kivéltdsahoz kiilonboz6 HLA II. osztilyu transzgéneket expresszald €s sajat
endogén II. osztalyd MHC molekulat tekintve deficiens 8-12 hetes egereket, valamint ezek
vad tipusu testvéreit 3 hetes id0kozokkel intraperitoneédlisan immunizaltuk. Mivel a PG-nal és
DDA/CFA-sal tortént immunizacié kisebb mortalitdst és sulyosabb arthritis okozott, mint a

PG-nal és CFA/inkomplett Freund adjuvdns (IFA)-sal végzett, az egereket felvéltva



injekciéztuk  (minden madsodik injekcié) PBS-ben oldott PG-al és 1 mg
dimethyldioctadecylammonium-bromiddal (DDA), illetbleg PBS-ben és komplett Freund
adjuvdnsban emulgedlt PG antigénnel. Az {ziileti duzzanat megjelenését tekintettiik az
arthritis kialakuldsi idejének. Egy 4ltaldnosan elfogadott értékelési rendszert, mely a
gyulladdson és hyperaemidjan alapul (0-4-ig minden végtagon) haszndltunk a betegség
stlyossdganak becslésére. Az arthritises €s nem arthritises allatok végtagjait kimetszettiik,
fixaltuk és decalcifikdltuk, majd paraffinba dgyaztuk. A szdveti metszeteket hematoxylinnal
és eozinnal festettiilk meg hisztopatoldgiai vizsgdlat céljéra.

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

A PG immunizélt egereket 4-5 héttel az 6todik antigén injekcié utdn véreztettiik el. Az
egerek szérumait Osszegyljtottiik, a 1€p €s nyirokcsomo sejteket a PG/peptid specifikus T sejt
valaszok mérésére haszndltuk. Az antigén specifikus vélaszokat a PG vagy a szintetikus
peptid jelenlétében mértiikk. Az antigén specifikus interleukin-2 (IL-2) termelést a 48 6ras
feliiliszoban CTLL-2 ,bioassay”’-vel mértiikk, a T sejt proliferaciét pedig az 6tddik napon
hatdroztuk meg, megmérve a 3H—thymidine beépiilést. Az antigén specifikus T sejt valaszt
stimuldciés indexben fejeztiikk ki. Az interferon-y (IFNy) és interleukin-4 (IL-4) antigén
specifikus termelddését a sejttenyészetek feliiliszéjaban ELISA technikdval mértiik meg.

A PG specifikus antitesteket szintén ELISA-val mértiik meg. Az ,,immunoplate”-eket
human vagy egér porc PG-vel fedtiik, majd a szabad kitOhelyeket PBS-ben oldott zsirmentes
tejporral blokkoltuk. A szérumokat ndvekvo higitdsban alkalmaztuk, €s mind a teljes anti-PG
antitestek, mind a PG-specifikus antitestek izotipusainak koncentricidjat meghataroztuk
peroxidaz-konjugélt kecske anti-egér IgG-vel, vagy patkdny anti-egér IgG1-el és IgG2a-val.

Az arachidonsav mononukledris sejtekbdl torténd felszabaduldsdnak vizsgalatdhoz
humén mononukledris sejteket haszndltunk. A *H-arachidonsavval jeldlt sejtekbdl, hésokk és

kiilonboz6 koncentracidju geldanamycinnel valo elokezelés utdn phorbol 12-myristate 13-



acetattal és kélcium ionophorral torténd aktivaciét kovetben vizsgiltuk az izotdp
felszabaduldsat.
Flow cytometria

Az egér II. osztalydt MHC és a HLA molekulak antigén prezentalé sejtek felszinén
torténd expresszidjdnak meghatarozdsdahoz heparinizélt periférids vért vagy Iépsejteket
hasznaltunk. A sejteket fluoreszcein isotiociandttal vagy fikoeritrinnel jelzett egér I-AY és
human HLA-DR vagy HLA-DQ elleni monoklonalis antitestekkel jeldltiik. A fluoreszcenciat

FACSscan flow cytométerrel €s CellQuest software-el mértiink és analizaltunk.

Statisztikai analizis
Statisztikai analizist az SPSS programot hasznédlva végeztiink. Mann-Whitney és Wilcoxon
teszteket alkalmaztunk csoportok kozotti 0sszehasonitdsra. A 0.05-nél kisebb P értékeket

tekintettiik szignifikdnsnak.

Eredmények

PG-nal és DDA/CFA vagy CFA/IFA adjuvansokkal immunizalt egerek PGIA-ének
incidenciaja és sulyossaga

A két kiilonféle médon immunizélt, kereskedelmi tton beszerezheté BALB/c egerekben
hasonlitottuk 0Ossze a fo klinikai paramétereket (arthritis megjelenés €s incidencia). A
kilencedik-tizedik hétre a DDA/CFA-sal valé immunizalas utan az incidencia 100%, az
arthritis sutlyossdga pedig szignifikdnsan magasabb volt, mint a CFA/IFA-sal immunizalt
csoportban. A DDA okozta mortalitds sokkal alacsonyabb volt, mint a Freund adjuvans dltal

okozott.



A hésokk és a geldanamycin hatiasa mononuklearis sejtek arachidonsav ternelésére

A hosokk kezelést kovetd 20, 6ratdl, olletve a geldanamycin kezelés utdn a PMA-val
és kdlcium ionophorral aktivalt sejtekbOl jelentdsen csokkent a jelzett arachidonsav
felszabaduldsa, ami az emlitett kezelések immunszupressziv hatdsa mellett szolt.

Az eredeti kevert (PGIA rezisztens) genetikai hattérrel rendelkezé6 HLA-transzgenikus
egerek szisztémas immunizacidja

A négy eredeti kevert (vagyis PGIA rezisztens) genetikai hatérrel rendelkezd HLA-
traszgenikus vonalat és PGIA-re fogékony vad tipusi BALB/c egereket immunizaltunk, és
vizsgaltunk arthritis el6forduldasdra. A PGIA-re fogékony BALB/c egerek mintegy 70%-a
fejlesztett ki arthritist 7-10 nappal a harmadik PG injekci6 utdn, és 100%-a lett arthritises a
negyedik PG injekciot kovetd 3 héten belill. Ezzel szemben a HLA-transzgenikus egerek
periférids iziileteiben a gyulladdasnak sem klinikai, sem szOvettani jele nem volt észlelhetd
még 4 héttel az 6tddik PG antigén injekciot kovetden sem.

Annak megitélésére, hogy a csokkent immunvalasznak tulajdonithat6-e az arthritis
hidnya a transzgenikus egerekben, megmértik mind a PG elleni sejtes és humordlis
immunvalaszt. Az antigén specifikus T sejtes vdlaszok, akdr a proliferaciét, akar az IL-2
termelést mértiik (CTLL-2 bioassay), a kiilonb6zd transzgenikus vonalakban €s az arthritises
BALB/c egerekben nagyon hasonléak voltak. Hasonléan a T sejtes valaszhoz, mindegyik
transzgenikus egérvonal mutatott human PG elleni antitestvalaszt az immunizacié utén, bar a
PG specifikus IgG1 és [gG2a szérumszintje alacsonyabb volt a HLA-transzgenikus egerekben
(kivéve a HLA-DQ8.Ab’ csoportot), mint a vad tipusi BALB/c egerekben. Ezek az
eredmények azt mutattdk, hogy mikdzben egyetlen HLA-transzgenikus vonal sem fejlesztett
ki arthritist, valamennyi jol reagdlt a human porc PG-al tortént immunizdcidra, vagyis az egér
T sejtek hatékonyan prezentdltdk a humén PG-t a HLA II. osztalyd transzgénekkel

egyiittmiikodve.



A T sejt epitop repertoar proteoglikannal immunizalt HLLA-transzgenikus egerekben

A kovetkezd nyilvdnvalé 1épés annak meghatdrozdsa volt, hogy a PG kozponti
fehérjelancdnak mely T sejt epitOpjait prezentdltdk a kiilonb6z6 MHC allélek. Ezekhez a
kisérletekhez a HLA transzgenikus egereket human PG-nal intraperitonalisan immunizaltunk,
és in vitro meghatdroztuk a feltételezett T sejt epitépoknak megfeleld 143 peptid elleni
immunvélaszt. Amellett, hogy valamennyi transzgenikus vonal kifejtett immunvalaszt a teljes
PG molekula ellen, T sejt proliferdciéval szdimos PG peptid epitdp is azonosithaté volt a
kozponti fehérjelancon beliil.

A kiilonboz6 HLA transzgént expresszalod egerek a PG epitépok kiilonbdzd csoportjait
ismerték fel. A kozponti fehérjelanc G1 doménjén beliil azonban 2 olyan szakasz is
elkiilonithetd volt, (p25-42 és p268-285 peptidek 4ltal képviselt régidk), melyek valamennyi
HLA-transzgenikus egérben erdsen immunogénnek bizonyult szekvencidkat tartalmaznak.
Rdadédsul a négy domindns/arthritogén peptid koziil 3, amit kordbban BALB/c egerekben
azonositottak szintén T sejtes vélaszt indukdlt HLA-DR4.Ab’ és/vagy HLA-DQ8.Ab’
egerekben.

A G1 domén két domindns régidja mellett szdmos részlegesen atfedd vagy nem étfedd
peptid szintén T sejtes vélaszokat indukdlt a négy kiillonbozd transzgenikus vonalban
(kiilsnosen a HLA-DR4.Ab" és DQ8.Ab’ transzgenikus egerekben), bar rendszerint kisebb
intenzitdssal, mint a domindns régiokban levé peptidek. Osszehasonlitva a négy HLA
transzgenikus egércsoport epitop profiljat azt tapasztaltuk, hogy a pozitiv peptidek kb. 50%-a
erds T sejtes valaszt indukdlt a DR4.Ab° és DQS.AbO egerekben (11 a 20-bol a DR4, és 8 a
15-bdl a DQS csoportban), mig ez az ardny csak kb. 20% volt a DR2.Ab’ és DR3.Ab° egerek
esetén (2 a 11-bdl a DR2 és 3 a 15-bdl a DR3 csoporban). Rdadasul a vad tipusui BALB/c

egerekben azonositott domindns/arthritogén epitopok egyike (2379-2394 aminosavak a G3
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doménen beliil), ami 1 vagy 2 konzervativ aminosav cseréjével tartalmazza a ,,shared epitdp”
szekvencidt (QKRAA), szintén pozitiv volt DR4 és DQS transzgenikus egerekben is.
A HLA-DR4 és HLA-DQS8 transzgenikus egerek BALB/c genetikai hattérbe tortént
visszakeresztezésének hatasa az arthritis iranti fogékonysagra

Annak meghatarozdsihoz, hogy a HLA-DR4 és HLA-DQS allélek az egér eredeti II.
osztdlyd MHC-jének hidnyédban, arthritisre fogékony genetikai hattér jelenlétében képesek-e
autoimmun arthritist medialni human PG-al torténé immunizaciét kdvetden, a HLA-DR4 és
HLA-DQS transzgenikus egereket visszakereszteztiink PGIA-re fogékony BALB/c genetikai
héttérbe. Ezen két transzgenikus vonal kivalasztasdban dontd jelent6ségli volt, hogy a.) ismert
a DR4 és DQ8 RA-el val6 szoros kapcsolata, b.) a PG kozponti fehérjelancanak szamos peptid
epitopja indukalt erds T sejtes valaszt ezekben a transzgenikus egerekben és c.) a DR4 és DQ8
transzgenikus egerek a vad tipusi BALB/c egerek domindns/arthritogén 4 epitdpja koziil
legaldbb kettére vdlaszoltak. A DR4 és DQS8 allélek expresszigjat és az I-Ad hidnyat a
1épsejtek és a periférids mononukledris sejtek felszinén flow cytomtridval is megerdsitettiik.

Mig a vad tipusi BALB/c egerek 70-80%-a fejlesztett ki arthritist a harmadik injekci6
utdn, és 100%-uk volt arthritises a negyedik PG injekciét kovetden, mindkét
transzgenikus/kongenikus vonal 5 antigén injekciot igényelt arthritis kifejlesztéséhez. Bar a
HLA transzgenikus egerek arthritisének indukciéjahoz legaldbb egy tovdbbi antigén
injekciora volt sziikség, a PGIA el6forduldsi gyakorisdga és sulyossdga alacsonyabb volt a
HLA-DR4.Ab° és DQS.Ab’ transzgenikus/kongenikus egerekben, mint a vad tipusi BALB/c
egerekben. Ez a kiilonbség kiilondsen kifejezett volt a DR4.Ab° transzgenikus/kongenikus
vonal esetén.
A PGIA Klinikai és hisztopatologiai jellemzoi HLA transzgenikus BALB/c egerekben
Mikozben a klinikai jellemzok, a korai szovettani eltérések és a betegség eldrehaladdsa

valamivel enyhébbnek tliintek HLA transzgenikus/kongenikus egerekben, mint vad tipusu
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BALB/c egerekben, tulajdonképpen nem volt mindségi kiilonbség a gyulladt iziiletek
hisztologiai képében a transzgenikus €s a vad tipusu dllatok kozott.
A proteoglikdn specifikus peptidek immunogenitisa HLA-DR4.Ab" és HLA-DQS8.Ab’
transzgenikus BALB/c egerekben

A PG-nal immunizilt BALB/c genetikai hédtteri ~ DR4.Ab° és DQS.Ab°
transzgenikus/kongenikus egerekben észlelt immunvdlaszok (T sejt proliferacio,
antitesttermelés €s epitdp térképezés) egészében nagyon hasonlitottak az azonos HLA allélt
hordozd, de kevert genetikai hdatterli egerekben észlelt immunvalaszokra. A PG epitépok
immunogenitdsdnak tovabbi jellemzéséhez a PG-nal immunizdlt DR4.Ab° és DQS.AD’
BALB/c egerek 1épsejtjeit a PG kozponti fehérjeldncanak kivélasztott epitépjainak megfeleld
peptidek jelenlétében tenyésztettiik, €s megmértiik az epitdp specifikus T sejt proliferaciot és
citokin termelést. Mig néhany peptid a PG-nal immunizédlt BALB/c kongenikus/traszgenikus
egerekben jelentds mértékil T sejt proliferdciot és joval kisebb foku IL-2 termelést véltott ki,
masok éppen ellentétes valaszt indukdltak. A 11 DR4 asszocidlt és a 8 DQS8 asszocialt
erés/dominéns peptid szintén pozitiv vdlaszt hozott 1étre a DR4.Ab” és a DQ8.Ab” BALB/c
egerekben, hasonldan a kevert genetikai hétterti DR4.Ab’ és a DQ8.Ab’ egerek esetében mért
értékekhez. A peptidekkel stimuldlt sejtek szignifikins mennyiségli 1L-2-t és IFNy-t
termeltek, ezzel szemben nagyon kis mennyiségii IL-4-et. Altaldban megallapithaté volt, hogy
magas IFNy/IL-4 ardany volt észlelhetd arthritises egerekben, ami rendszerint még
kifejezettebb volt DQ8.Ab’, mint DR4.Ab° transzgenikus BALB/c egerekben. Ugyanakkor
azonban szignifikdns 6sszefliggés nem volt észlelhetd az arthritis jelenléte és barmely peptid
T sejt altali felismerése kozott.

A domindns és kriptikus PG epitépok megkiilonboztetéséhez a DR4.Ab” és DQ8.Ab’
transzgenikus/kongenikus BALB/c éllatokat eldimmunizaltuk azokkal az egyedi peptidekkel,

amik er6s T sejtes vdlaszokat véltottak ki a teljes PG-vel valé immunizéicié utén, és a
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teszteket 9 nappal a peptid injekcié utan hajtottuk végre. A kivélasztott peptidek koziil a p28-
42 és p271-285-6s provokilta a legjelentdsebb T sejtes proliferdcidt és a domindnsan Th-1
tipusi  citokin  termelést ~ mindkét  transzgenikus  vonalban. A DQ8.Ab’
transzgenikus/kongenikus BALB/c egerekben, a nyirokcsomé sejtek stimuldldsa a p250-264
és p1989-2004-es peptidekkel, kiilondsen erds IL-2 termelést valtott ki, mig ezek a peptidek
csak relative gyenge IFNy termelést véltottak ki, IL-4 termelést pedig egyaltalin nem
indukaltak. Hairom maésik peptid (p76-90, p265-279 és a p277-291) a DR4.Ab’ és a p2379-
2394 peptid a DQ8.Ab’ BALB/c egerekben csak nagyon gyenge T sejt proliferaciét és IL-2,
IFN és IL-4 termelést indukdlt eldimmunizélds utdn, bar a T sejtek altal felismerésre keriiltek
PG immunizéiciét kovetéen a DR4 és DQS8 transzgenikus egerekben. A szintetikus
peptidekkel el6immunizalt egerekbdl szarmazé nyirokcsomé €s 1€psejtek nem vélaszoltak
humén PG-vel valé stimuldciéra. Igy azok a peptidek, melyeket PG immunizaciét kovetd erds

T sejtes védlasz alapjan valasztottunk ki kriptikus epitépoknak tekinthetdk.

Megbeszélés

Munkénk célja annak tisztizdsa volt, hogy a humén porc PG antigénként bemutatasra
keriil-e a RA-re hajlamosito II. osztdlyd MHC molekuldk altal, és amennyiben igy van, meg
kivantuk hatarozni a humén porc PG epit6p repertodrjat HLA transzgenikus egerekben, illetve
vizsgéltuk, hogy a HLA transzgenikus egerek kifejlesztenek-e arthritist huméan porc PG-nal
valé immunizicidt kdvetden.

Bar a PGIA rezisztens és PGIA fogékony torzsek nagymértékben hasonld
immunvalaszt adtak porc PG-nal valé immunizalds utdn, az arthritis irdnti fogékonysig
nyilvanvaléan fiiggott mind a megfeleld MHC allél, (legyen az H-2¢, DRB1*0401 vagy

DQ8B1*0302), mind a megfeleld genetikai hattér (BALB/c) jelenlététdl. PGIA-ben az MHC
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és nem-MHC 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¢, illetdleg H-2* alléleket hordoznak) fogékonyak PGIA-re, mig a kongenikus
BALB/B vonal (mely arthritis szempontjdbél rezisztens H-2" allélt hordoz BALB/c hattér
mellett) teljesen rezisztens PGIA-re. A nem-MHC gének arthritis irdnti fogékonysdgban
betoltott szerepét mutatja, hogy mig a BALB/c egerek (H-2% 100%-o0s hajlamot mutatnak
PGIA-re, sem a DBA/2, sem a NZB egerek (pedig mindkét torzs szintén H-2%-¢ hordoz) nem
fejlesztenek ki arthritist PG-nal valé immunizicié utdn. Igy nem volt meglepd, hogy
kisérleteinkben a humanizélt 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 néhdny ezen transzgenikus egerek koziil kifejlesztett arthritist II. tipusu
kollagénnel tortént immunizéciot kovetden.

Az egér H-2' (PGIA fogékonysagi allél) helyettesitése DR4 vagy DQS8 allélekkel
arthritis-fogékony (BALB/c) genetikai hatterli egerekben lehetdvé teszi PGIA indukcidjat,
ami szintén arra utal, hogy a betegség kifejlodéséhez a MHC és nem-MHC allélek optimalis
kombindcidja sziikséges. Bar a RA-re hajlamosit6 DRB1 (DR4) allélt gyakran észlelték
DQBI1 (DQ8)-cal kapcsoltan huméan populdciéban, a humanizalt egerekben a DRB1*0401
vagy DQB1*0302 is elégséges volt a humédn porc PG arthritogenitdsanak kialakitasahoz
megfelelé (BALB/c) genetikai hattér esetén.

Kisérleteink fontos megfigyelése volt a PG immunizalt egerekben megfigyelhetd
szamos ellentmondds az eldore jelzett €s a valdjdban felismert T sejt epitépok kozott. A
feltételezett T sejt epitopok meghatarozdsahoz haszndlt kiilonb6zd eldrejelzési algoritmusok a
MHC/peptid és a peptid/T sejt receptor strukturdk illeszkedésén alapultak mind BALB/c
egerekben, mind a human DR4 és DQ8 molekuldk és a T sejt receptorok kozott. Ezek a

vizsgdlatok azt sugalltdk, hogy néhdny helyet kivéve a teljes G1 domén, és a G2 domén G1-
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gyel nagyfokban homolég B és B’ hurkai, valamint a G3 domén epidermdlis novekedési
faktor szerli C termindlis része szdmos, gyakran atfedd T és B sejt epitopokat tartalmazhat.
Ezen eldrejelzések gyakorlati teszteléséhez szintetizalt peptidekkel 3 aminosavnyi
elcsusztatasokkal lefedtiik a teljes G1, G2 és G3 domént éppugy, mint a keratan-szulfat és
chondroitin-szulfat-koté régiok azon szekvencidit, amelyek elore jelezhetok voltak a
modellkisérletek soran. Igy 143 szintetikus peptid szekvenciat teszteltink humén 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 vdlasz szempontjabol DR4.Ab° és DQ8.Ab°
egerekben is.

Arthritises vad tipusi BALB/c egerekben végzett kordbbi epitdp tesztelési kisérletek
utdn nem volt meglepd, hogy PG-nal immunizdlt traszgenikus egerekben csak néhany HLA
altal prezentdlt peptid keriilt felismerésre. Ugyancsak varhatd volt az is, hogy a modellezési
megfontoldsok alapjan nem eldrejelezhetd néhdny epitdpot is azonositani lehet, ami
igazolddott is a kisérletekben. Mindenképpen érdekes volt azonban, és tovabbi vizsgdlatok
sziikségességét veti fel az a felismerés, hogy a PG kozponti fehérjeldnc két régidjat képviseld
peptidek (p22-51 és p253-285) jelentésen immunogénnek bizonyultak mind a DR4, mind a
DQS8 transzgenikus egerekben, mikozben ezek a szekvencidk nem voltak megjosolhatok
potencidlis T sejt epitopként sem a DRB1*0401, sem a DQB1*0302 allélek esetén azokban a
tanulmdnyokban, melyek tobbféle modellezési €s elorejelzési moddszert alkalmaztak.
Ugyancsak feltlind volt, hogy ezzel szemben néhany peptid a G1 doménen beliil és egy peptid
szekvencia (‘"> GAYYGSGTPSSFP) a chondroitin-szulfdt kot régién beliil, amit nagy
affinitdsi T sejt epitopként prognosztizdltak, nem bizonyult immunogénnek humanizalt
egerekben.

Ezért a tovdbbiakban egyéb algoritmusokat és epitdp eldrejelzési mdodszerekkel kapott

eredményekkel is Osszevetettilk a DR4 és DQS traszgenikus egerekben kiilonbozo peptidekre
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adott T sejt vdlaszok eredményeit. Kovetkezésképpen megallapithatd, hogy mikdzben a p22-
51 és a p250-291 szekvencidk a modellezési eljardsok sordn eredetileg nem voltak hatékony
MHC kotd peptidekként kivdlasztva, szamos kozepesen erds kotddési valdszinliségli T sejt
epitépot azonositottak mindkét core protein régidban. Ezek alapjén kijelenthetd, hogy bér az
epitdp eldrejelzés eldsegitheti a feltérképezd kisérleteket, in vivo tesztek feltétleniil
sziikségesek az eldrejelzések korrektségének megerdsitéséhez. Szintén lehetséges azonban az
is, hogy a GAG-kotd régioban elhibaztunk szamos nem eldre jelzett T sejt epitopot
kisérleteink sordn, mivel csak a nagy valdszinliséggel megjosolt T sejt epitdpokat vizsgaltuk.

Annak ellenére, hogy a DR4 allél a PG kozponti fehérjeldanc valamivel nagyobb
repertodrjat képes bemutatni, mint a DQS allél, a DR4.Ab’ transzgenikus/kongenikus BALB/c
egerek arthritis incidencidja és sulyossdga jelentdsen kisebb volt, mint a DQ8.Ab’
transzgenikus/kongenikus BALB/c vonal esetén. Rdadasul mind a DR4.Ab’, mind a DQ8.AD’
transzgenikus/kongenikus egerekben az arthritis silyossiga és még inkdbb az arthritis
eléforduldsa joval alacsonyabb volt, mint a vad tipusi BALB/c egerekben, illetve a
HLA/transzgenikus BALB/c egerek legalabb egy tovdbbi PG injekciét igényeltek az arthritis
kialakitdsahoz. A vad tipusu és a HLA transzgenikus BALB/c egerek betegség incidencidja és
sulyossdga kozott észlelt kiilonbségek részben az egér CD4 és HLA allél kozotti komplex
gyengeségével, részben az egér T sejt receptor és HLA kozotti illeszkedés tokéletlenségével
magyardzhatok. A két transzgenikus/kongenikus vonal kozotti kiilonbség részben a HLA
transzgének expresszidja kozotti eltéréssel, részben a két HLA allél éltal prezentalt kiillonb6zo
epitdp repertodrral magyarazhatok.

Tovébbi kisérletek sziikségesek emellett az egér CD4 és a humdn HLA allélek kozotti
kolcsonhatds in vivo vizsgélatira, a DR4 és DQ8 allélek koexpresszidjanak arthritis
fogékonysédgra és sulyossdgra kifejtett hatdsanak vizsgalatdra, valamint a T sejt receptor

Vo/VP lanc hipervaridbilis regijan beliil a peptidkotéhelyek lokalizacidjanak megitélésére.
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Vagyis kombindlt transzgenikus vonalak, melyek pdrhuzamosan expresszaljdk a humén
CD4/HLA-DR4/DQS8 alléleket és a megfeleld T sejt receptor lancokat BALB/c genetikai
hattér mellett hasznos eszkdznek bizonyulhatnak a betegség mechanizmusdnak pontosabb
meghatarozasadban, mutatva a human porc autoimmun/arthritogén epitopjait és a nem-MHC

l6kuszokat és géneket, melyek szerepet jatszhatnak a RA patomechanizmusédban.

Osszefoglalas

Kisérleteinkben arthritis indukélé antigénként human porc PG-t haszndltunk sajat 1I. osztalyd
MHC molekuldk helyett kiillonbozé HLA alléleket expresszéld, arthritisre fogékony vagy
rezisztens genetikai hatteri humanizélt egerekben.

Igazoltuk, hogy az emberi PG a HLA II. osztilyu transzgének révén egér T sejtek
szamdra bemutatdsra keriil.

A kisérleti rendszer lehetdséget nytjtott szamunkra, hogy azonositsuk a human porc
PG epitopjait, melyeket a RA-re hajlamosit6 HLA molekuldk prezentdlnak. Az eldre jelezhetd
epitopok mellett a PG molekula néhdny eldre nem jelezhetd szekvencidja is er0s T sejt
epitépként keriilt felismerésre HLA-DR4.Ab’- és HLA-DQ8.Ab’-transzgenikus egerekben.

DDA-t, egy er6s és nem irritdld, a Freund adjuvansok mellékhatdsaitol mentes
adjuvdnst hasznalva HLA-DR4.Ab’ és HLA-DQ8.Ab’ transzgenikus BALB/c egerekben
PGIA-t lehetett kivaltani, de nem lehetett arthritist indukdlni kevert genetikai hatteri
traszgenikus egerek esetén. Megdllapithaté volt, hogy bar az arthritises iziiletek szdvettani
jellemzdi enyhébbnek tlintek a transzgenikus/kongenikus egerekben, mint a vad tipusd
BALB/c egerekben, nem volt mindségi kiillonbség a gyulladt iziiletek megjelenése kozott.
Mivel a porc PG HLA-DR4 vagy DQS8 éltal prezentdlt epitdpjai csak megfeleld genetikai
hattér esetén indukdlnak arthritist, igazolni tudtuk a nem-MHC asszocidlt gének szerepét a

betegség mechanizmusédban.
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Megallapithaté volt, hogy hdsokkra adott vdlasz periférids mononukledaris
sejtek esetén magaban foglalja a csokkent arachidonsav felszabaduldst, a geldanamycin ilyen
jellegli hatdsa pedig ennek a molekuldanak gyulladdscsokkentd farmakoldgiai felhaszndldsanal

lehetdségét veti fel.
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