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Bevezetés

A spondylitis ankylopoetica (SPA) a spondylarthropathidk prototipusa. A jol
ismert patogenetikai faktorok (genetikai hattér, férfi nem, kornyezeti tényezok, gyulladas
a sacroiliacalis és mas {ziiletekben, fokozott elcsontosodds, stb.) ellenére a betegség
pontos oka tovéabbra is tisztdzatlan. Human SPA-rdl sz616 genetikai tanulmanyok szerint
valésziniileg a major hisztokompatibilitasi komplex (MHC) all elsddlegesen a betegségre
valé fogékonysag hatterében. Ugyanakkor a nem-MHC gének hatdsa szintén igen fontos
barmely  autoimmun  betegségre  valé  fogékonysdg  tekintetében.  SPA-s
csaladtanulményok (genomsziirés) szdmos széba johetd kromoszéma régiot emlitenek:
MHC: 6p, nem-MHC: 2q, 10q,11q, 16q,17q,19q.

Mindeddig spontdn, vagy kisérletesen indukalt spondylarthropathia csak kevés
allatmodellben keriilt lefrasra és ugy gondoljdk, hogy autoimmun mechanizmus csak a
HLA-B27 transzgén rdgcsalokban, valamint proteoglikdn (PG) indukdlta arthritisben
(PGIA) ill. spondylitisben (PGIS) all a hattérben. A csiramentes koriilmények kozott
tartott HLA-B27 transzgén éllatokban nem alakul ki spondylitis. Ez arra utal, hogy a
bakteridlis antigénekhez kotédé molekuldris mimikri fontos patogenetikai mechanizmus
lehet a transzgén ragcsalokban és talan humdn vonatkozdsban is. Annak ellenére, hogy
ezen modellek egyike sem tokéletesen azonos a human SPA-val, mégis utdnozhatjak a
human kérképben jelenlévd genetikai és/vagy patologiai rendellenességeket.

Genetikailag fogékony BALB/c vagy C3H/HeJCr (C3H) egerek immunizaldsa
porc proteoglikdn aggrekdnnal progressziv polyarthritis-t indukdl (PGIA), melyet

gyakran kisér spondylitis (PGIS). A PGIA 100%-os incidencidt mutat e két fogékony



egértorzs esetében, és mivel a spondylitis kialakuldsanak kezdete nem hatdrozhaté meg
pontosan in vivo az egerekben, a gerincérintettséget a PGIA kiséré jelenségének
tekintették. Azonban kevert genetikai hattér esetében a PGIA megjelenését spondylitis
nélkiil is észleltiik, illetve, vice versa, a spondylitis-es egerek egy részénél nem alakult ki
(periférias) arthritis. Ezen legutébbi eredményeink arra utalnak, hogy két hasonld
pathomechanizmust, de kiilonéllé betegségrol lehet szo.

A rheumatoid arthritis (RA) az iziiletek krénikus gyulladdsos autoimmun
betegsége, mely a tartds synovitis révén végsd soron porc- és csont destrukcidhoz vezet.
A RA etiologidja pontosan nem ismert, azonban, az SPA-hoz hasonléan mind genetikai,
mind kornyezeti tényezOknek jelentOs szerepet tulajdonitanak a korkép kialakuldsdban.
Az MHC-t az emberi genomban a human leukocita antigen (HLA) géncsoport kédolja a
6. kromoszémian. Az MHC II. osztilyd molekuldk kozil szdmos etnikai
csoportban/népcsoportban jol ismert a kiilonbozé HLA-DR allélek asszocidcidja a RA-re
valé fogékonysdggal. Néhidny HLA-DRBI1 allélt pedig a RA sulyossagdval és
kimenetelével is Osszefiiggésbe hoznak.

A betegség asszocidlt HLA molekuldk egy kozds, 5 aminosavbol allo
szekvencidval rendelkeznek a DRB lanc 3. hipervaridbilis régidjdban, ez az un. "shared
epitope” (SE). A SE varidnsok kozott a QKRAA mintdzat taldlhaté a DRB1*0401 és
DRB1*0409 allélben; a QRRAA szekvencia a DRB1*0101, DRB1*0102, DRB1*0404,
DRB1*0405, DRB1*0408, DRB1*0410, DRB1*1402 és DRB1*1406 variansokban, mig
az RRRAA motif a DRB1*1001 altipusra specifikus.

Jelentds etnikai és foldrajzi kiillonbségek figyelhetdek meg az egyes varidnsok

eléforduldasdban. Az észak-eurépai populdcioban a RA erds HLA-DRB1*04



kapcsoltsdga jellemzd, mig a mediterrdn RA-es betegek inkdbb a DRB1*01 és DRB1*10
alléleket hordozzak. Ezen tdilmenden, az észak-amerikai indidnok/bennsziilottek esetében
a DRB1*14 asszocidcidja jellemzd a RA-re valé fogékonysaggal. Egy legutébbi vizsgdlat
eredménye szerint, magyar RA-es betegekben a HLA-DRB1*0404 altipus mutatott erds
asszocidcidt a RA-el.

Altaldnossagban elmondhaté, hogy a kaukdzusi populdciét tekintve a HLA-DR4
allél megtaldlhat6 a RA-es betegek 75%-dban, valamint 30%-ban az egészséges
népességben is. A DRB1*04 allélek kozott, kaukdzusi populdciéban a DRB1*#0401 és
kapcsolatban, mig japan és kinai betegek esetében a DRB1*0405 allél eléforduldsa
gyakoribb. A HLA-DRI1 altipusok koziil, a DRB1*0101 allél asszocidciot emlitik RA

esetében, Ashkenazy zsid6 és kiilonbdz6 kaukazusi betegpopuldcidkban.



Célkitiizések

Vizsgalat I.: Spondylarthropathia pathogenetikai hatterének vizsgalata kisérletes

allatmodellben

Munkankat azzal a céllal végeztiikk, hogy minél tobb informdaciéhoz jussunk az
altalunk vizsgdlt autoimmun spondylitis modell (PGIS) segitségével a betegség etioldgiai
hatterével,  patomechanizmusdval  kapcsolatban. A genetikai  fogékonysag
meghatdrozasanak klinikai €s prognosztikai vonatkozdsai is vannak.

Célunk volt tehat:

B A PGIS megjelenésének és incidencidjanak jellemzése PG immunizdldsra
fogékony egértorzsekben, ill. ezeknek rezisztens torzsekkel 1étrehozott F1 és F2
generacidiban.

B A klinikai kép, incidencia és stlyossdg valamint a meghatirozott immunoldgiai
illetve gyulladdsos paraméterek dsszevetése.

B A genetikai hattér szerepének vizsgdlata, fogékonysdgi és a betegség
sulyossdgdval 0Osszefiiggést mutatd genetikai I0kuszok feltérképezésének

érdekében.

beteganyagunk vizsgalata alapjan

Vizsgélataink masodik részében a kiillonb6z6 HLA-DRB1*01 and DRB1*#04 allélek
eléfordulasat  hatdroztuk  meg  sajat  észak-kelet = magyarorszdgi  RA-es
betegpopulédcionkban.

Reményeink szerint, eredményeink hozzdjdrulhatnak egyes human autoimmun kérképek
(mint pl. az SPA és RA) patomechanizmusanak jobb megértéséhez, ezaltal tjabb terapids

lehet6ségek feltérképezéséhez is.



Anyagok, betegek és modszerek
Vizsgalat L.:

Proteoglikdn aggrekdnnal torténd szisztémds immunizéldssal PGIS-t hoztunk 1étre
fogékony BALB/c és C3H egerekben, valamint ezeknek DBA/2 (arthritis és spondylitis
rezisztens) és DBA/1 (csak kollagén indukélta arthritisre [CIA] fogékony) torzsekkel
létrehozott F1 és F2 generacidiban. Meghataroztuk az arthritis és spondylitis incidencidjat
és sulyossagat és korrelaciot kerestiink a klinikai manifesztaciok, valamint az altalunk
mért sz€rum antitest titerek és citokin szintek, valamint a porc proteoglikan elleni in vitro

T sejt valaszok kozott.

Antigének, immunizdlds

A teljes porc extraktumot humén felndtt pocbdl nyertiik 4M-os guanidin klorid
extrakcioval. Az extraktumot ismételt CsCl gradiens ultracentrifugdldssal tovabb
tisztitottuk  disszociativ  koriilmények kozott. A tisztitott PG extraktumot a
glilkézaminoglikdn (GAG) oldallancok eltavolitdsa érdekében chondroitinase ABC-vel
(Seikagaku America, Falmouth, MA, USA) kezeltiik (5 egység/100 mg PG 0.1 mMTris-
acetét puffer, pH 7.6, 24 h, 37 °C) (9;13;14). A PG-t ezt kovetden endo-B-galaktoziddzzal
(Seikagaku America) emésztettiik (0.1 egység/100 mg PG, nétrium acetat puffer, pH 5.8)
a felnétt porcban jelenlevd keratdn szulfat oldallancok eltdvolitishoz. Mivel a keratdn
szulfat és a kondroitin szulfat oldallincok PG szdmos domindns/arthritogén epitépjat
elfedhetik, ezen GAG oldallancok eltdvolitdsa kritikus fontossigi a PG kozponti

fehérjelanc domindns/arthritogén T sejt epitdpjainak felszinre hozdsdban. A PG



extraktumot diethylaminoethyl (DEAE; Whatman, Clifton, NJ, USA) ioncseréld
kromatografiaval nyertiik ki. A meg nem kotott frakciét 0.15 M-os NaCl-al nyertiik ki, és
hyaluronan-Sepharose-al absorbedltuk a GAG mentes G1 domének és a porc link protein
eltdvolitdsdhoz. A mintdkat vizzel szemben dializaltuk és liofilizaltuk.

A kisérleteket a chicagoi Rush Egyetem Orvosi Kozpontjanak Allatgondozéi és
Felhaszndl6i Bizottsdgdnak jovdhagydsdval végeztik. A  kiilonbozd  kisérleti
egércsoportokat azonos koriilmények kozott tartottuk.

A kisérletek sordn a ,standard” immunizédldsi protokollok szerint jartunk el.
Arthritis, illetve spondylitis kivaltdsdhoz az egereket 12-16 hetesen, 3 hetes idokozokkel
intraperitonedlisan (IP) immunizdltuk, 100 pl steril PBS-ben (pH 7,4) oldott 100 ug PG
proteinnel és 1 mg dimethyldioctadecylammonium bromiddal (DDA; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo, USA) (16), illetéleg 100 ul PBS-ben (pH 7,4) és 100 pl komplett Freund
adjuvansban emulgedlt 100 ng PG protein antigénnel. A II. tipusu kollagénnel (CII)
torténd immunizdldshoz a CII-t 0,1M ecetsavban oldottuk, PBS-el higitva. A 100 pl-ben
oldott 100 pg CII-t azonos mennyiségli CFA-ban, vagy DDA-ban emulzifikdltuk a 0. és
21. napon intradermalisan (faroktébe) ill. 3. alkalommal IP adott injekcidkhoz. Az
immunizalt dllatok Osszesen 3 antigén injekciot kaptak (0., 21. és 42. nap) CFA vagy

DDA adjuvénssal. A kisérleti dllatcsoportok a 98. és 126. nap kozott keriiltek ledlésre.

Az arthritis megjelenésének (onset) és sulyossdgdanak értékelése
Valamennyi immunizélt egér végtagjait a masodik antigén injekcidig (21. nap)
hetente egy alkalommal, majd hetente 2 alkalommal megvizsgéltuk, hogy az arthritis

kialakuldsat és progresszidjat pontosan észlelhessiik.



Az immunizédlds kovetkeztében kialakult arthritis silyossdganak jellemzésére az
altalanosan elfogadott értékelési modszert haszndltuk. A vizsgdlt végtagon megjelend
duzzanatot 0-4 terjedd skalan értékeltiik, igy a lehetséges maximum pontérték (kumulativ
arthritis score) 16 volt édllatonként. Az elsd klinikai tiinet (duzzanat) megjelenésének
idOépontjat rogzitettilk, mint az arthritis kialakuldsdnak idejét (onset) és egy 6-tdl
(legkorébbi idépont) 0-ig (kisérlet vége) tarté empirikus skalat hoztunk 1étre lefedve a 60

napos idétartamot a 2. PG injekcié utdn 10 nappal kezd6dden.

A proteoglikdn indukalta spondylarthropathia radiologiai megjelenése

A spondylitis megjelenését a gerinc €s sacroiliacalis iziileti prepardtumok
rontgenvizsgalataval igazoltuk (Hewlett Packard Faxitron késziilék, 18 sec, 65 kV,
Buffalo Grove, IL), nagy felbontdsu filmet haszndlva (Kodak X-omat TL, Rochester,
NY). A PGIS kifejlddése sordn, az axialis (gerinc-) érintettség radioldgiai jeleit 4-8 héttel
az arthritis megjelenése utdn megfigyelhetjiik: izfelszinek egyenetlensége a sacroiliacalis
iziiletben (sacroileitis), intervertebralis rések beszilikiilése a korai stddiumban. KésObbi
szakban a csigolya kozti porckorongok degeneracidja kovetkeztében ankylosis alakul ki,

mely a humén korképhez (SPA) hasonl6 jelenség.

A proteoglikdn indukalta spondylarthropathia hisztopatologiai értékelése

A radioldgiai vizsgalatot kovetden a spondylitises €s nem spondylitises allatok
gerincét kiprepardltuk, fixdltuk, dekalcifikdltuk, majd paraffinba dgyazva késziiltek a
szovettani metszetek. A metszeteket hematoxilinnal €s eozinnal festettik meg

hisztopatoldgiai vizsgdlat céljara. A PGIS sidlyossdganak jellemzése a szovettani
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eltérések alapjan volt lehetséges. A szovettani metszetek értékelése sordn latott
morfoldgiai elvaltozdsok alapjan létrehoztunk egy pontozasi rendszert (,,scoring’), mely
alapjan 4 stddiumra oszthatdk fel a latott elvaltozdsok :

B [ stddium (pontérték: 1): gyulladdsos infiltracié az intervertebralis porckorong

koriil

B ]I stidium (pontérték: 2): a porckorong kevesebb mint 50%-anak felszivodasa

B [II. stddium (pontérték: 3): a porckorong csaknem teljes reszorpcidja (50-100%)

B [V.stddium (pontérték: 4): ankylosis

Munkdnk sordn 1255 gerincmetszet szovetani értékelése sordn tobb mint 18000
porckorong vizsgdlata és az elvdltozasok sulyosdganak pontozdsa tortént meg. Mivel az
egyes metszetek technikai okokbdl nem pontosan azonos szadmu porckorongot jelentettek,
az Osszehasonlithatésdg érdekében kiszamoltuk az un. spondylitis index (SPI) értéket.

(SPI: kumulativ pontérték az adott metszet esetében / vizsgalt porckorongok szama.)

Az antigén specifikus T- és B-sejt vdlaszok mérése sordn haszndlt médszerek

Az immunizalt allatokt6]l szérummintdt gyljtottiink a kisérletek végén, valamint a
1épsejtekbdl nyert szuszpenzidt haszndlva vizsgéltuk a PG specifikus T sejt vdlaszokat.
Az antigen specifikus T-sejt proliferdciét (1€psejtkultira) az 6todik napon hatdroztuk meg
3H-thymidine beépiilés mérésével. A sejteket 50 pg PG protein/ml hozzdadédsaval
stimulaltuk és négy parhuzamos mintdban mértink (3x10° sejt/lyuk, 96 lyukd
tenyésztlemez). Az antigén specifikus IL-2 termelést (vagyis a CTLL-2 sejtek valaszat a
feliiliszéban levd, a Iépsejtek dltal termelt interleukin-2-re) CTLL-2 bioassay-vel

hatdroztuk meg 48 o6rds feliiliszéban. Az antigén specifikus T sejt vélaszok ardnyat
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stimuldcios index érték (SI) fomdjaban fejeztiik ki, mely a beépiilt 3H-thymidine
percenkénti beiitésszamédnak ardnyét jelenti az antigén stimuldlt tenyészetek és a nem
stimuldlt lyukak esetében.

A Iépsejtek antigén specifikus citokin termelését (interferon-y: IFN-y; interleukin-4:
IL-4; tumor necrosis faktor-a: TNF-a) a sejttenyészet feliilisz6jabol (3x10° sejt/ml)
mértilk a tenyésztés negyedik napjan. A 1épsejtek dltal termelt citokinek mennyiségét, a
szérum citokin szinteket (TNF-o, IL-1, IL-4, IL-6), és szérum amyloid-A (SAA) szintet
(akut fazis fehérje egérben) kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitek segitségével
hataroztuk meg (BD Biosciences, San Diego, CA vagy R&D Systems, Minneapolis,
MN).

A PG specifikus IgG antitest szérum szintek meghatdrozdsahoz szintén ELISA
moédszert haszndltunk. 96 lyukd Maxisorp tenyésztélemezeket (Nunc, Roskilde,
Denmark) fedtiink humén vagy egér porc PG-vel (0,1 pg protein/lyuk,), majd a szabadon
maradt kotohelyeket PBS-ben (pH 7,4) oldott 1%-o0s zsirmentes tejporral blokkoltuk.
Novekvd szérumhigitdsokat alkalmaztuk €és meghatdroztuk mind a teljes anti-PG
antitestek mennyiségét, mind a PG-specifikus antitestek egyes izotipusainak
koncentracigjat peroxidaz-konjugalt kecske anti-egér IgG-vel (Accurate, Wetbury, NY,
USA), vagy patkdny anti-egér 1gG1l és IgG2a szekunder antitestekkel (Zymed, San
Francisco, CA, USA). A szérum antitest koncentraciokat a megfelel6 egér 1gG izotipus
standardokhoz (Zymed, San Francisco, CA, USA) vagy tisztitott egér IgG-hez (Sigma-

Aldrich) viszonyitva hatdroztuk meg.
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Statisztikai analizis

A statisztikai szamitdsokat az "SPSS 10,0 for Windows" (SPSS, Chicago, IL,
USA) program segitségével végeztilk. Az egyes csoportok kozotti dsszehasonlitdst a
Student féle t-teszttel végeztilk. A korrelaciés koefficiensek meghatdrozdsahoz a
Spearman féle rho tesztet haszndltuk. 0,05-nél kisebb p értékeket tekintettiink

szignifikdnsnak.

Vizsgalat I1.:

A kiilonb6z6 HLA-DRB1*01 és DRB1*04 allélek el6forduldsi gyakorisdgat
vizsgaltuk magyarorszdgi betegpopuldcioban, 83 sajit RA-ben szenvedd betegiink
bevonasaval (70 n6 és 13 férfi, kaukazusi rassz).

A RA-es betegek klinikai adatai

83 magyar RA-es beteget vontunk be vizsgédlatunkba. A betegek mindegyike
megfelelt a RA 1987-es, mdédositott klasszifikdcids kritériumainak [American College of
Rheumatology (ACR)]. A betegek atlagéletkora 50 + 15 (SD) év volt (17-82 év kozott).
A betegség atlagos fenndlldsi ideje a vizsgdlat idején 6 +4 ¢év volt (0,5-t6] 22 évig). A
betegek periférids vérmintdjabol DNS izoldlas tortént.

55 egészséges kontroll személytdl (47 nd és 8 férfi, kaukdzusiak) szintén
vérmintat vettiink. Az atlegéletkor hasonlé volt a kontroll csoportban is (46 £ 13 év). A
kontroll személyek a klinikai dolgozok, vagy latogatok koziil kikeriilt egészséges
onkéntesek voltak. Minden beteg és kontroll személy irdsos beleegyezését adta a

vizsgélathoz, illetve a vizsgalat Etikai Bizottsagi engedélyeztetés alapjan tortént.
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Polimerdz lancreakcio (polymerase chain reaction) szekvencia specifikus primerek

hasznalatdaval (PCR-SSP)

DNS izolélés tortént etilen-diamin- tetraacetattal (EDTA) antikoaguldlt periférids
vérbol, QIAamp Blood Mini Kit-et (QIAGEN) hasznélva, a gyart6 cég instrukcidit
kovetve. Ezt kovetéen HLA-DRB genotipizédlast (DRB1*01-DRB1*16) végeztiink PCR-
al, szekvencia specifikus primereket haszndlva (Olerup SSP, Genovision, Norway).
Minden mintat a gyart6 cég instrukcidinak megfeleléen dolgoztunk fel, rekombindns Taq
DNS polimerazt (Invitrogen) alkalmazva. A PCR amplifikdciét Hybaid PCR express
thermal cycler segitségével végeztilk. A HLA genotipusok meghatirozdsa a PCR termék
mintazat alapjan tortént 2%-os agaréz gel elektroforézis soran. A DNS savokat Alpha
Imager Multilmage Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, USA)

alkalmazasaval detektaltuk.

Statisztikai analizis (2. vizsgdlat)

A RA-es betegek HLA-DR allél frekvencidjat az egészséges
személyekben  taldlthoz  viszonyitottuk. A  kiilonb6z6  antigéngyakorisdgok
osszehasonlitdsat * proba segitségével, Yartes korreldcié vagy Fischer féle egzakt teszt
haszndlataval végeztikk, SPSS 10,0 szoftverrel (SPSS, Chicago, IL, USA). Két
adatcsoport kozott a kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik, ha a p érték 0,05-nél kisebb

volt.
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Eredmények

A proteoglikdn indukdlta arthritis és spondylitis megjelenése kiilonbozo egértorzsekben
az immunizalds modjatél és az alkalmazott adjuvanstol fiiggden

Az arthritis és spondylitis incidencidja kiilonb6z6 egértorzsekben és ezek F1 és
F2 generacidjdban jelentds eltéréseket mutat, figyelembe véve az immunizalds modjat
[porc PG (PGIA, PGIS) és II. tipusu kollagén (CIA)] és az alkalmazott adjuvans fajtajat
[komplett Freund adjuvéans (CFA), dimetil-dioctadecil ammoéniumbromid (DDA)] is.

Régobta ismert, hogy a proteoglikdnnal immunizalt BALB/c és C3H egerek 97-
100%-éban fejlodik ki periférids arthritis 2 héttel a 3. antigén injekcidt kdvetden. Massziv
gyulladdsos sejtes infiltracid, pannus képzddés és porc, ill. csont erosiok kialakuldsa
jellemzi hisztolégiailag az érintett iziileteket. Az 1. tdblazatbdl kitlinik, hogy sem a
DBA/1 vagy DBA/2 sziilok, sem a (DBA/2 x BALB/c) F1 hybridek esetében nem
alakult ki arthritis a kisérleti periddus alatt.

A rontgen felvételek axialis érintettséget (sacroiliacalis iziileti rés , ill. csigolya
kozti rés besziikiilése) jeleztek a 3. PG + CFA injekciot kovetd 8. héten, mig PG + DDA
esetében mar 3-4 héttel a 3. injekcid utdn. Bar a DDA felgyorsitotta a PGIS kialakulasat,
de a spondylitis még igy is hetekkel a periférids iziileti gyulladds utan fejlodott ki. Fontos
kiemelni, hogy spondylitis csak a PG-al immunizalt allatokban alakult ki, a II. tipusid
kollagénnel (CII) immunizdltakban nem. Semmilyen eltérést nem lehetett észlelni
egyetlen kontroll (arthritis rezisztens) dllatban, ill. torzsben sem. A porcerosio
legkorabban a sacroiliacalis iziiletben volt megfigyelhetd. A PGIS hasonl6éan progressziv

lefolyast mutatott az érintett dllatokban. A sacroiliacalis iziilet és a gerinc radioldgiai
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eltérései szovettanilag is megerdsitést nyertek. A gerincbetegség lefolydsa sordn a
lumbalis, proximalis thoracalis, distalis cervicalis gerincszakaszok valtak érintetté, de az
egyes intervertebralis porckorongok nem egyenld mértékben. Néhdny porckorong
megkiméltnek, vagy csak enyhén karosodottnak tiint ott is ahol egyébként a
porckorongok nagy része felszivodott és a csigolyatestek 0sszecsontosodtak.

A PG immunizalt BALB/c ill. C3H egerek 62-70%-aban fejlédott ki spondylitis.
Ezzel szemben csak enyhe és sporadikus csigolya érintettséget észleltiink a PG + DDA-
val immunizalt DBA/2 torzs esetében (4%, mindossze 2 egér). DBA/1 egerekben nem
alakult ki spondylitis semmilyen kisérleti feltételek kozott (PGIA, CIA, CFA, DDA) sem.
A spondylitis incidencidja és sulyossdga nagyon hasonl6 volt mindkét PGIS-ra fogékony
sziil6i torzs esetében (BALB/c és C3H), fiiggetleniil a hasznalt adjuvanstl. Mindemellett
a DDA haszndlata adjuvdnsként korabbi kezdeti PGIS-t eredményezett a PG
immunizalas soran.

Annak ellenére, hogy a BALB/c x DBA/2 keresztezés F1 hibridjei teljesen
rezisztensek voltak PGIA-ra nézve, varatlanul tobb mint 30%-uk esetében alakult ki
PGIS. Ezzel ellentétben a (BALB/c x DBA/1) F1 egerekben egyaltalan nem alakult ki
spondylitis. Ennél is meglepébb volt, hogy a BALB/c x DBA/2 keresztezés F2
generdcidja (PGIS érzékeny versus rezisztens) és a (BALB/c x C3H) F2 egerek (két PGIS
érzékeny sziildi torzs) hasonléan magas spondylitis incidencidt (63-70%) €s sulyossagot
mutattak, mialatt a (BALB/c x DBA/1) keresztezés egyetlen F2 hibridje sem mutatta

gerincérintettség jeleit.
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Ez a megfigyelés anndl is inkdbb varatlan volt, mivel mindkét keresztezés (BALB/c x
DBA/2 és BALB/c x DBA/1) F2 generaci6ja hasonlé PGIA incidencidt és sulyossagot
mutatott azonos protokoll szerint immunizalva. Minthogy az MHC azonos BALB/c és
DBA/2 (H-2d haplotipus), valamint az MHC tekintetében eltér6 BALB/c (H-2d) és C3H
(H-2k) sziilok F2 hibridjei hasonlén magas PGIS incidencidt és silyossdgot mutattak, a

tovabbiakban ezen két keresztezés esetében fokuszaltunk a PGIS alakulésara.

A PGIS ,klinikai” jellemzése (BALB/c x DBA/2)F2 és (BALB/c x C3H)F2 egerekben
Annak ellenére, hogy az arthritis kordbban alakult ki és stilyosabb volt a (BALB/c
x C3H) F2 allatokban mint a (BALB/c x DBA/2) F2 hibridekben, a PGIA incidencia,
valamint a spondylitis stlyossdga nagyban hasonlé volt a két csoportban. Vizsgalataink
alapjan azt taldltuk, hogy 223 (BALB/c x DBA/2) F2 egérbdl 137 (61,4%) és 212
(BALB/c x C3H) F2 éllatbdl 148 (69,8%) esetében fejlédott ki PGIS. Az 4tlagos
spondylitis sulyossdgi érték (spondylitis index) 0,69 + 0,63 és 0,66 + 0,57 volt a két
csoportban. A negativnak tekintett allatok szdma, amelyekben sem arthritis, sem
spondylitis nem alakult ki szignifikdnsan nagyobb volt (33,2%) a (BALB/c x DBA/2) F2
csoportban, mint a (BALB/c x C3H) F2 egerek esetében (9,9%). A csak spondylitist
mutaté alcsoport szintén szintén szignifikdnsan magasabb szamu volt a (BALB/c x
DBA/2) F2 hibridekben (23,3% szemben 2,8%-al). Kiemelendd tovdabb4, hogy amikor a
PGIA és PGIS egyiittesen fordult eld, a progresszivebb lefolydsu arthritist stlyosabb

spondylitis kisérte.
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A PGIS immunologiai jellemzése (BALB/c x DBA/2)F2 és (BALB/c x C3H)F2
egerekben

A kovetkez6 evidens kérdés az volt, hogy a 4 , klinikai” alcsoport (negativ, PGIA,
PGIS, PGIA + PGIS) mutat-e kiillonbségeket a T vagy B sejt vdlaszok, vagy a szérumban
mérhetd, betegségre jellemzd paraméterek tekintetében. A viszonylag kis szdmu csak
arthrtitist mutaté (BALB/c x DBA/2) F2, ill. negativ, vagy csak spondylitis dltal érintett
(BALB/c x C3H) F2 egér ellenére, szignifikans kiilonbségeket taldltunk a szérum IL-6
szintek Osszehasonlitdsa sordn. A szérum IL-6 szint nagyon magas volt az arthritis és
spondylitis 4ltal egylittesen érintett dllatok esetében. Mind a szérum IL-6, mind a szérum
amyloid-A (SAA) pozitiv korrelaciot mutatott a PGIS sulyossdgaval.

Nagyon er6s T- és B-sejt vélaszok voltak mérhetéek mind az immuniz4lé humdn,
mind a sajat egér PG ellen. Magas szérum citokin szinteket (TNF-o, IL-1, IL-4, IL-6)
taldltunk az 6sszes PG-al immunizélt egér esetében és minden lehetséges kombinaciot
Osszehasonlitottunk. Annak ellenére, hogy az anti-PG antitest (auto- és heteroantitestek
egyarant), IL-6 és szérum TNF-o szintek szignifikdns korreldciét mutattak a PGIS
jelenlétével (BALB/c x C3H) F2 egerekben, csak a szérum IL-6 és SAA szintek voltak
szignifikdnsan magasabbak a spondylitises (BALB/c x DBA/2) F2 A&llatokban.
Ugyanakkor ez a kiilonbség lehet a kordbbi kezdetili és sulyosabb arthritis kovetkeztében

is, nem sziikségszertien all kapcsolatban a spondylitissel (BALB/c x C3H) F2 egerekben.

A HLA-DRBI allélek megoszldasa
A HLA-DR1 (HLA-DRB1*01) allélt a RA-es betegek 32,5%-aban lehetett

kimutatni, szemben a kontroll csoportban taldlt 18%-kal. Azonban ez a kiilonbség
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statisztikailag nem volt szignifikdns (p=0,06). HLA-DR4 (HLA-DRB1*04) allél
expressziot szignifikdnsan tobb beteg esetében (31%) lattunk, mint kontroll személynél
(11%) (p<0,05). A HLA-DR12 (HLA-DRB1*12) szignifikdnsan kisebb gyakorisagi volt
a RA-es betegek esetében, 0sszehasonlitva a kontroll csoporttal (0% vs 18%) (p<0,05).
Nem taldltunk kiilonbséget a RA-es betegek és kontroll csoport kozott a HLA-DR3,

DR7-11 és DR13-16 allélek gyakorisdgai kozott.

Megbeszélés

Munkénk sordn a PGIA-ra fogékony egértorzsekben és ezek F1, valamint F2
hibridjeiben létrehozhat6 arthritis €s spondylitis 0Osszefiiggéseit vizsgdltuk. Annak
ellenére, hogy a spondylitis, mint a PGIA kisér6 jelensége, a modell elsd leirdsa ota
ismert, ez az elsd tanulmény, amely az antigének, adjuvansok és genetikai hattér hatdsait
részleteiben vizsgdlja. Osszehasonlitottuk nemcsak a spondylitis-re fogékony BALB/c és
C3H torzsek, hanem ezek MHC-azonos és nem MHC azonos F1 és F2 genericidit is,
melyeket arthritis-re (CIA) fogékony (DBA/1) és arthritis rezisztens (DBA/2) torzsekkel
keresztezve hoztunk 1étre.

A PGIS kifejlodéséhez, ugyanigy mint a PGIA esetében az immunizédldshoz
haszndlt humadn porc proteoglikdn €s a sajat (egér) PG kozotti keresztreaktiv (T- és B-
sejtek egyarant) immunvélasz sziikséges. Az intervertebralis discus (IVD) nucleus

pulposusa és annulus fibrosusa nagy mennyiségben tartalmazza a proteoglikan aggrekant,
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hasonléan az iziileti porchoz. Minthogy a human és egér PG jelent6és homoldgidt mutat,
nem meglepd, hogy humdn porc proteoglikdnnal immunizélt egerekben immunvélasz jon
létre az iziiletek és intervertebralis porckorongok porcos struktirdja ellen. Mindez
azonban csak meghatdrozott genetikai hattér esetében alakul ki ami amellett sz6l, hogy az
arthritisre valé fogékonysdg Onmagiban nem elégséges spondylitis kialakuldsdhoz.
Amint lefrdsra keriilt a DBA/1 egerek kifejlesztenek arthritist, spondylitist azonban nem,
semmilyen kisérleti koriilmények kozott sem, legyen akar him, akar ndstény allatokrdl
sz0, torténjen az immunizdlds akdr proteoglikdnnal, akdr humén II. tipusd kollagénnel
(CII) CFA, vagy DDA adjuvéanst haszndlva. Habar a (BALB/c x DBA/1) keresztezés F1
és F2 generdcigjdban 30-40%-ban fejlodott ki arthritis, akdr PG-al, akar Cll-el
immunizaltunk, az intervertebralis discusok koriil gyulladdsos sejteket nem lehetett
észlelni sem az arthritises, sem a nem arthritises dllatokban a tobb mint 230 gerincmetszet
csaknem 3500 porckorongjanak hisztolégiai értékelése sordn. Ez a megfigyelés azt
sugallja, hogy a DBA/1 torzs valdsziniileg igen erds protektiv gént, vagy géneket hordoz
a spondylitis tekintetében.

A DBA/2 torzson beliil, amely teljesen rezisztens volt PGIA-re és csaknem
teljesen PGIS-re is, a PGIS-re fogékony BALB/c torzzsel 1étrehozott F1 hybridek
mintegy 30%-a meglehetdsen silyos spondylitist fejlesztett ki (SPI : 0,13 + 0,06) PG-al
immunizdlva. DBA/2 x BALB/c F2 generdcidban a spondylitis incidencidja (61%) és
sulyossdga (SPI : 0,69 = 0,63) pedig elérte a BALB/c sziil6i torzsben taldlt magas
értékeket PG + DDA-val immunizdlva. Ennek megfeleldoen a DBA/2 genom erds
szupportiv gént, vagy géneket kell hordozzon, amelyek “némdk” (“inaktivak’™) az eredeti

DBA/2 torzsben. A BALB/c és DBA/2 genetikai kombindcidkkal taldlt jelen
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megfigyelések az els bizonyitékok arra nézve, hogy a PGIA és PGIS valdsziniileg két
kiilonall6 betegség. A BALB/c és DBA/2 torzsek ugyanazt a H2-d allélt hordozzdk. Ez
azt mutatja, hogy az MHC 6nmagdban (pl. a DBA/2 térzsben) nem elégséges a PGIS-re
valé fogékonysdg meghatdrozdsaban. Ezt tdmasztottdk ald a (BALB/c x DBA/1) F2
generdcioval kapcsolatos megfigyeléseink, ahol az immunizdlt egerek kb. 25%-a
homozigéta volt a H2-d allélre nézve, de egyetlen F2 hibridben sem alakult ki
spondylitis.

Ezzel szemben, amikor 2 spondylitisre fogékony torzset kereszteztiink (BALB/c
és C3H), a PGIS incidencia az F2 generdcidban végeredményben megegyezett barmely
sziilo1 torzsben észlelttel. Ez alapjan valoszinli, hogy sem a BALB/c, sem a C3H torzs
nem hordoz olyan tovdbbi genetikai informdaciot, mely akdr csokkentené (mint a
(BALB/c x DBA/1) F2 esetében) vagy novelné (mint a (BALB/c x DBA/2) F2
hibridekben) a PGIS-re val6 fogékonysdgot. Ez nem is meglepd, ha figyelembe vessziik,
hogy a C3H és BALB/c torzsek kozos elédje ugyanaz a ndstény Bagg albiné. Igy a
spondylitisre val6 fogékonysag génjei jelen lehettek a Bagg albinokban mieldtt a BALB/c
€s C3H vonalak levaltak volna mint beltenyésztett torzsek. Mivel mindeddig semmilyen
mds egértorzset nem taldltak fogékonynak spondylitisre nézve, igy gondoljuk, csupan
néhdny gén hatdrozza meg a spondylitisre val6 fogékonysagot és ezen gének valdsziniileg
azonosak a BALB/c és C3H torzsekben. 223 (BALB/c x DBA/2) F2 hibrid egér
genomsziréses vizsgalatainak elézetes eredményei valoban mindossze két domindns
nem-MHC l16kuszt (2-es és 18-as kromoszoma) és négy tovéabbi l6kuszt jeleznek
szuggesztiv szignifikancia szinten (11-es, 12-es, 15-0s, 19-es kromoszoma) melyek

Osszefliggést mutatnak a PGIS-el ebben az MHC azonos generacidban.
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Autoimmun arthritis 1étrehozdsdhoz genetikailag fogékony ragcsalokban, CFA
bazisi protokollokat alkalmazva, legaldbb 1 antigén (PG vagy CII) + CFA injekci6
sziikkséges. Ez azt mutatja, hogy velesziiletett (,,innate”) immunitds stimuldldsa
mycobacterialis komponensekkel legaldbb olyan lényeges, mint a szerzett (,,adaptiv’)
immunitds aktivdldsa az antigénnel. A mycobacterialis Osszetevok, mint pl. hésokk
proteinek, ismert nem specifikus cellularis stimuldlé anyagok. A muramil-dipeptid (egy
peptidoglikdn) ¢és trehal6zdimikolat (egy glikolipid, mely az Escherichia coli
lipopoliszacharidjanak felel meg) szerepet jatszhat a sajat antigének elleni immunreakci6
felerésitésében autoimmun modellekben. Ujabb vizsgélataink sorn azt taldltuk, hogy egy
hidrofil/lipofil tulajdonsagu kvaterner ammonium bdézis, a DDA, mely az antigéneket egy
liposomalis micelldba zdrja, ugyanolyan hatdsos adjuvans, mint a CFA a PGIA vagy CIA
indukcidja sordn. Ugyanakkor a DDA mentes a CFA mellékhatésaitdl. A CFA és a DDA
egyformdn jol stimuldlja az ,innate” immunitdst és az ,,adaptiv’ immunitids antigén
specifikus effektor és regulatorikus T-helper 1 (Th1) vonalat.

Munkank sordn Osszehasonlitottuk a CFA és DDA adjuvédns hatdsat PGIS-ben.
Mint kordbban leirdsra keriilt, a DDA proteoglikdnnal egyiitt arthritist és spondylitist
képes kivaltani BALB/c és C3H egerekben. Ezen két sziildi torzs esetében nem talaltunk
kiilonbséget CFA-t vagy DDA-t haszndlva a proteoglikdnnal. Ugyanakkor a DDA
erdsebb adjuvdnsnak bizonyult a CFA-ndl a (BALB/c x DBA/2) F2 hibridek esetében.
Csaknem kétszeres PGIS és PGIA incidencia novekedést talaltunk, amikor a (BALB/c x
DBA/2) F2 generacié egyedeit PG + DDA alkalmazdsdval immunizaltuk PG + CFA
helyett. Azonban, ha egy torzs rezisztens volt PGIA, CIA, vagy PGIS szempontjabdl az

antigén DDA adjuvéanssal sem volt elégséges a szovetspecifikus gyulladds kivaltisara.
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Kovetkezésképpen, annak ellenére, hogy a DDA, mint a CFA-ndl erdteljesebb adjuvéns
befolydsolhatja a spondylitis incidencidjat fogékony egerekben, a szovet-/szervspecifikus
(PG) autoimmun vélasz és a genetikai hattér (megfelel6 MHC) a legkritikusabb faktorok
a spondylitis kialakuldsaban. Az MHC éltalanossagban a legerdsebb genetikai Gsszetevo
az autoimmun betegségekben. A HLA-B27 és a spondylitis ankylopoetica (SPA) kozotti
Osszefligés, mint az SPA autoimmun etiol6gidjanak bizonyitéka tobb mint 30 évvel
ezelbtt keriilt el6szor leirdsra. Ugy taldltdk, hogy a HLA-B27 kombiniciéja mds HLA
allélekkel (HLA-B60 és HLA-B35) fokozza a genetikai prediszpoziciét SPA-ra, és
genomsziréses vizsgilatok eredményei a betegség poligénes természete mellett szélnak.
Az ezen teriileten folyd intenziv kutatdsok ellenére az SPA pontos pathogenezise
ismeretlen. A feltételezett autoantigénekrdl sz6l6 tanulmanyok szdmos molekula szerepét
felvetették keresztreaktiv immunvélasz kivéaltdsdban (molekuldris mimikri), mint pl.
Klebsiella antigének, Yersinia antigének, idegenként felismert HLA-B27, ill. porc
proteoglikdn, vagy verzikdn epitopok. Tovdbbi kutatdsokat igényel annak
megvdlaszolasa, hogy az egér H-2 lokuszon beliil mely subdomének lehetnek feleldsek a
PGIS-re val6 genetikai fogékonysdgért a BALB/c x C3H, vagy BALB/c x DBA/2
keresztezés F2 hibridjeiben.

A PGIS ugyanazon egértorzsekben jelentkezik, melyek PGIA-ra is fogékonyak.
Ennek ellenére a genetikai, klinikai és laboratériumi jellemzok eltérnek a PGIA és PGIS
esetében. Ezek az eltérések taldn csak kvantitativ kiilonbségeket tiikroznek a mindkét
betegség altal érintett dllatok esetében. Azonban az arthritisre, vagy spondylitisre, vagy
mindkettére vald teljes rezisztencia a kiilonbozé genetikai kombindciok esetében, azt

sugallja, hogy a PGIA ¢és a PGIS két kiilonallé kérkép. Habar nagyon sok immunolégiai
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€s laboratériumi jellemvonds (koztik az antigén-specifikus T sejt vélaszok, PG-
specifikus IgG izotipus ardnyok, és IFN-y, IL-1B, vagy TNF-a szintek) alapjan lehet
kiilonbséget tenni arthritises és nem arthritises allatok kozott, a spondylitis jelenlétével
csak a magas szérum IL-6 szint mutatott szoros Osszefliggést a PG-al immunizalt
allatokban.

Annak ellenére, hogy szamos genetikai 16kusz szerepe felmeriilt az
autoimmun/kisérletes arthritis kiillonboz6 formaiban €és rheumatoid arthritisben, csak
nagyon kevés, valésziniileg mindossze 2 domindns, nem-MHC I6kusz (2-es és 18-as
kromoszéma) tehetd feleldssé a spondylitisre valé fogékonysdg meghatdrozasidban
(BALB/c x DBA/2) F2 hibrid egerekben. Lényeges, hogy mindkét leirt genetikai 16kusz
megfeleltethetd az SPA-ban szenvedd betegekben taldltaknak. Kovetkezésképpen az
egerekben kisérletesen kivéltott spondylarthropathia modell alkalmas lehet a spondylitis
kialakuldsat meghatdroz6 genetikai, immunolégiai és egyéb komponensek

tanulmdnyozdasara.

Maisodik vizsgédlatunk sordn a HLA-DRBI1 allélek megoszldsat hataroztuk meg
észak-kelet ~magyarorszagi RA-es  betegpopuldcionkban, egészséges  kontroll
személyekhez viszonyitva. A HLA-DR4 szignifikdnsan gyakrabban fodult el6 a RA-es
betegekben, mint a kontroll csoportban. Ezen tilmendéen a HLA-DRI1 eldforduldsa is
nagyobb gyakorisdgra utalé tendencidt mutatott a betegek kozott. JelentOs foldrajzi
kiilonbségek vannak ebben a tekintetben. Eredményeinkhez hasonléan, a HLA-DR4 erds
asszocidciéja  jellemzd RA-el Eszak-Eur6pdban, az Egyesiilt Allamokban,

Németorszdgban és Argentindban. Sajat eredményeinkhez hasonléan, a HLA-DR4 és a
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HLA-DRI1, egy legutébbi magyar tanulmdny szerint is kapcsoltsigot mutat RA-el.
Azonban példaul mediterrran RA-es betegekre a HLA-DR1 és HLA-DR10 hordozasa
jellemzd inkdbb, mint a HLA-DR4 hordozds. Az észak-amerikai bennsziil6tt indidnok
esetében pedig HLA-DR14 hordozéds jellemzd. Ennélfogva, a HLA-DRB1 és RA
asszociacidja szempontjabol, magyarorszidgi RA-es betegcsoportunk inkdbb az észak- €s
nyugat-eurépai, mintsem a dél-eurépai RA-es betegekhez mutat hasonldségot.
Eredményeink alapjan a HLA-DR12 kisebb gyakorisdgi volt RA-es betegeink
kozott, mint a kontroll személyekben. Egy finn tanulmany szintén a HLA-DR12 protektiv

szerepét veti fel RA-ben.

Osszefoglalas, Gj eredmények

1. Porc proteoglikdn aggrekdnnal torténd szisztémds immunizéldssal spondylitist
indukaltunk fogékony BALB/c és C3H egerekben, valamint ezeknek arthritis és/vagy
spondylitis rezisztens DBA/2 és DBA/I1 sziil6i torzsekkel 1étrehozott keresztezésének F1
és F2 hibridjeiben.

2. Elsoként jellemeztiikk ezen autoimmun spondylitis (PGIS) eléforduldsat a genetikai
hattér, immunizdlasi protokoll, illetdleg az alkalmazott adjuvdns fiiggvényében a
kiilonboz0 egértorzsekben.

3. A PGIS incidencidjat és sulyossdgat szovettanilag értékeltiik. A spondylitis
sulyossdganak hisztoldgiai értékelésére pontrendszert dolgoztunk ki, melynek

segitségével az egyes vizsgdlt csoportok eredményei dsszehasonlithatéva valtak.
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4. Meghataroztuk a spondylitis kialakuldsa sordn végbemend immunolégiai
folyamatok jellemzdit, valamint Osszefiiggéseket kerestiink a spondylitis sulyossdga és
ezen paraméterek kozott. A gerincérintettség pontértékei, a klinikai manifesztaciok,
valamint az altalunk mért szérum antitest titerek és citokin szintek, valamint a porc
proteoglikdn elleni in vitro T sejt vdlaszok kozott kerestiink korrelaciét. Ennek sordn a
szérum IL-6 és SAA szintek korreldltak szignifikdnsan a PGIS sulyossagaval.

5. Vizsgélataink sordn a kovetkezd 14j megallapitdsokat tettiik:
* A fogékony egértorzsekhez tartozo egerek és ezek F2 hybridjeinek 60-70%-aban
alakult ki spondylitis arthritisszel, vagy anélkiil.
e A velesziiletett (,,innate”) immunrendszert Thl dominancia irdnydba aktivald
adjuvénsok jelentds hatdssal birtak a spondylitis kimenetelére és progresszidjara.
e A DBA/I torzs, ugy tinik, olyan géneket hordoz, melyek megvédik ezt a torzset
valamint F1 és F2 hibridjeit a spondylitiszel szemben.
e A DBA/2 torzs pedig, mikozben maga rezisztens PGIS-re, olyan géneket hordoz,
melyek ,,megengedik” a PGIS kialakuldsat a hibrid generacidkban.
e Az arthritis és/vagy spondylitis érzékeny BALB/c és C3H sziil6i torzsek és F2
hibridjeik esetében taldltuk a legmagasabb spondylitis incidencidt és sulyossagot.
Mindezek 1j informdciét jelentenek a genetikai meghatdrozottsdg vonatkozdsdban.
Vizsgalataink alapjan feltételezziik, hogy a spondylitisre valé fogékonysdg hatterében
csupan kevés  nem-MHC gén hatdsa jatszik szerepet. Munkdnk eredményei
megteremtették az alapjat az autoimmun spondylitis genetikai hétterével foglalkozé

atfogo kutatdsi projektnek.
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A HLA-DRBI1 genotipus gyakorisdgokat vizsgilva sajat észak-kelet magyarorszagi
RA-es betegeinkben azt taldltuk, hogy a HLA-DR4 szignifikdnsan gyakrabban fordul el
a betegekben, a kontroll csoporthoz képest. Emellett a HLA-DR1 esetében is a nagyobb

gyakorisdgra utal6 tendencia volt 1dthaté RA-ben.
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