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OSSZEFOGLALAS

A rheumatoid arthritis (RA) egy szisztémas autoimmun betegség, melynek f6
tamadaspontjai az iziiletek, jelezve a lehetséges autoantigének synovialis iziiletekben
valo jelenlétét. RA-ban szenved6 betegek periférias vérmintaiban cellularis
immunvalasz detektalhatd porc matrix komponensekkel, ugymint a proteoglikan
aggrekannal (PG) szemben. Ezen autoantigének legnyilvanvalobb forrasa az
Immunologiai szempontbol kivételes iziileti porc, mely avaszkularis, és ezaltal nem all
un. immunologiai ellendrzés alatt. A rheumatoid arthritis egyik legrelevansabb
allatmodellje a proteoglikan (aggrekan)-indukalt arthritis. Bar alapveté mechanizmusai
még nem teljesen tisztazottak, a T sejtek, kiilondsen a CD4" limfocitdk donté szerepet
jatszanak a betegség inicidlasaban. Korabbi tanulmanyok szamos T sejt epitopot tartak
fel a human aggrekdn magfehérjéjében, és a C-terminalis lokalizacioji G3 doménben
elhelyezkedd egyik epitop (pl135H elnevezésti peptid: Z2*TTYKRRLQKRSSRHP)
arthritis indukcioban betoltott lehetséges szerepére deriilt fény.

Munkank els6 részében kisérletet tettiink ezen szintetikus pl135H (human) peptid
finomabb epitopszerkezetének ¢és funkcidjanak felderitésére, amelynek tovabbi
érdekessége, hogy a szamos, RA-val tarsult HLA-DR4 allélben és gyakori human
korokozokban jelenlévé un. “shared epitope”-pal nagyfokban homolég szekvencia
motivumot tartalmaz. Tovabb vizsgalva a p135H altal képviselt T sejt epitop betegség
patogenezisben betoltott kozvetlen szerepét, pl35H-val érzékenyitett BALB/c
egerekbOl szarmazo, pl35H-val in vitro restimulalt limfocitakat transzferaltunk SCID
egerekbe. A human és egér p135 peptid szekvenciak kiilonbsége, és az epitdp rejtett
jellegének ellenére képesek voltunk kimutatni, hogy a pl35H-specifikus limfocitak
“eloérzékenyitett” SCID egerekbe torténd transzfere az arthritis gyors kialakulasdhoz
vezetett. Mivel a porc proteoglikan aggrekan G3 doménje elveszik a normalis turnover,
illetve patologias allapotok soran, egy antigén-orientalt T sejt migracio arra fogékony
egyénekben hozzéjarulhat az RA szervspecificitasahoz.

A tanulméany masodik felében Osszehasonlitottuk egy potens, nem-irrital6 adjuvans, a
dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) és a komplett Freund adjuvans (CFA)
hatdsait arthritisre fogékony egértdrzsekben. Az 0Osszesitett immunvalasz (antitest
termelés és antigén-specifikus T sejt valasz) nagyfokban hasonld volt, ha a human PG-t
CFA-ban vagy DDA-ban alkalmaztuk immunizalas soran, habar a DDA hasznalata egy
stlyosabb foku arthritis kialakulasat segitette eld, €s a PG, illetve l1-es tipusu kollagén
antigének szuboptimalis dozisa is elegendd volt a gyulladas kialakulasanak
1étrejottéhez. Kimutattuk tovabba, hogy a DDA a nem-specifikus (nativ) immunvalasz,
és T helper l-es tipust immunvalasz iranyaban haté6 immunregulacié hatékony
aktivalasa révén fejti ki hatasat. Mivel szamos potencialis autoantigén (pl. 1l-es tipusa
kollagén, proteoglikan aggrekan) azonosithatd szamos RA-ban szenvedd betegben,
feltételezhetjiik, hogy latszolag artalmatlan anyagok adjuvans hatast fejthetnek ki a
human szervezetben a nativ immunitas aktivacidja/stimulacidja révén, ezaltal
megteremtve az autoimmunitas patofizioldgiai alapjait arra fogékony egyénekben.



BEVEZETES

1. Az aggrekan molekula szerkezete és funkcioja

A proteoglikdnok protein poliszacharid molekulak, melyek az iziileti porc nedves
tomegének 10-20%-at alkotjak, biztositva annak szakitdszilardsagat. A chondrocytak
termelik, majd a matrixba szekretaljak Oket, és funkciojuk az iziileti porc folyadék- és
elektrolit-egyensulyanak fenntartasa.

Az proteoglikan aggrekan (PG) egy tobb funkcionalis domént tartalmazé modularis
proteoglikan, melynek magfehérjéje harom globularis, G1, G2 és G3 elnevezésii
régiobol all. A G1 és G2 domént egy rovid interglobularis domén, mig a G2 és G3
domént egy hossza, Keratin- és kondroitin-szulfatban gazdag kapcsolodd részt
tartalmazo régi6 valasztja el. Az aggrekan molekulak az extracellularis matrixon beliil
nem izolaltan, hanem PG-aggregatumok formajaban fordulnak el6. Mindegyik
aggregatum egy centralis hialuronsav szalbol, és a beldle elagazod mintegy 200 aggrekan
molekulabol 4ll.

Az aggrekan-“vesztés” az arthritissel tarsult porcdegradacié f6 jelensége. Létezik
azonban egy oregedéssel dsszefliggésbe hozhaté G3 domén-vesztés is, melynek sordn a
G3 domén mintegy 92%-ka veszik el a normalis proteoglikan turnover soran, mig a
molekula maradék, hilauronsavhoz kotott része a porcban visszatartva marad.

2. A porcalkoté komponensek immunogenitasa

A porc azon kevés immunoldgiailag kivételes helyzetben 1évo szovetek kozé tartozik,
mely tulajdonképpen avaszkularis, ezért nem all szoros belsé immunologiai feliigyelet
alatt. Degradécidja soran azonban antigén tulajdonsaggal rendelkez6é molekulak valnak
szabadda, ¢és kovetkezményesen felismerhetévé valnak az immunrendszer szamara. Az
iziileti komponensek tehat immunvalaszt aktivalhatnak és tarthatnak fenn.

Az iziiletek ellen iranyuld immuntamadast a “molekularis mimikri” mechanizmusa
révén egyéb/kiilsé antigénekre adott keresztreakcio is inicialhatja. Az efajta autoimmun
folyamat végeredménye tovabbi porcdestrukcid és még tobb autoantigén felszabadulasa
lehet. Ez kronikus, oOnfenntart6 gyulladdshoz vezethet genetikailag fogékony,
autoimmun reakcid 1étrehozasara hajlamos egyénekben.

Rheumatoid arthritisben szenvedé betegek periférias vérében PG-specifikus cellularis
immunvalasz, valamint Synovialis folyadékjukban immunreaktiv PG-fragmensek
detektalhatok. Ezen tények mind azt bizonyitjak, hogy a proteoglikan aggrekan fontos
szerepet jatszhat a periférids iziiletek ellen irdnyul6 autoimmunitas kialakulasaban.

3. A rheumatoid arthritis (RA) és Kisérletes allatmodelljei

Habar az RA szisztémas autoimmun betegség, iziileti tamadaspontja a synovialis
izliletekben 1év0 lehetséges autoantigének jelenlétére utal. Az RA legrelevansabb
allatmodelljei azok, amelyek porc matrix komponensekkel, pl. proteoglikdn aggrekannal
vagy ll-es tipusu kollagénnel indukalhatok. Mindkét modellrendszer alapja
immunologiai  keresztreakcid, vagyis az immunizalé heterogén (pl. human)
porcantigének ellen termelddd T sejtek és antitestek felismerik, és kovetkezményesen
megtamadjak az egér sajat szoveteit.

3.1. Proteoglikan-indukalt arthritis (PGIA)

Genetikailag fogékony egértorzsek (pl. BALB/c) gliikkdzaminoglikan oldallancoktol
megfosztott humén porc proteoglikdnnal torténd szisztémas immunizalasa progressziv
polyarthritis kialakulasdhoz vezet. Miként azt a Klinikai és radiologiai analizis,
csontszcintigrafias vizsgalat, laboratoriumi tesztek ¢s a diarthrodialis iziiletek



hisztopatologiai tanulmanyai alatamasztjak, a PGIA sok hasonlésagot mutat a human
RA-val.

A PGIA-t elészor a BALB/c torzsben irtdk le, de bizonyos C3H kolonidk is
fogékonynak bizonyultak (pl. C3H/HeJCr). Az immunizaciés protokoll soran, ndstény
egereket intraperitonealisan 100 ug porc PG-vel oltunk komplett Freund adjuvansban,
melyet azonos dozisti PG inkomplett Freund adjuvansban torténd injekcioja kovet a 21.
¢s 42. napokon. Az iziileti gyulladas kezdeti klinikai manifesztacioi a 3. vagy 4. antigén
injekcid utan jelennek meg. Az iziileti gyulladas a periférias kisiziiletek polyartikularis
synovitisével kezdddik. A korai fazisban limfocitdk és polymorfonuklearis leukocitak
arasztjdk el a synoviumot, melyet a synovidlis sejtek és fibroblasztok massziv,
“tumorszert” proliferacioja kovet. Miutan az allatban arthritis alakul ki, az ismételt
“spontan”gyulladasos epizodok az iziileti porc teljes destrukcidjat és a szubkondralis
csont erozidjat eredményezik, amely stlyos periférias iziileti deformitasokhoz vezet.

A PGIA BALB/c egerekben T sejt-dependens ¢és (auto)antitest/B sejt-iranyitott
betegség. A CD4™ T sejtek Osszefliggésbe hozhatok a PGIA kialakuldsaval, amelyet
azon megfigyelések is alatimasztanak, hogy anti-CD4 monoklonalis antitest kezelés az
arthritis prevencigjat eredményezi, illetve a betegség transzfere az arthritises allatbol
szarmazo T sejtek jelenlétét igényli. A BALB/c egerek genetikailag T helper (Th) 2-es
tipusi immunvalaszra predispondltak, azonban ezen egerek PG-vel torténd
immunizalasa az interleukin (IL)-4-hez képest 1ényegesen magasabb aranyt interferon
(IFN)-y termelést indukal, jelezvén, hogy a PGIA egy Thl-es tipusi valasz, és a
PG/CFA-val torténé immunizalas elegendé Thl-es stimulus ahhoz, hogy a Th2-es
tipust valasz felé torténd genetikai hajlanddsagon feliilkerekedjen.

3.2. Kollagén-indukalt arthritis (CIA)

A kollagén-indukalt arhritist eldszor egyetlen, komplett Freund adjuvansban (CFA)
emulzifikalt II-es tipusu kollagén (CII) intradermalis uton torténé beadasaval,
patkanyokban sikeriilt kivaltani. KésObb kimutattak, hogy hasonld patoldgids reakcid
indukalhato féeml6sokben és egerekben is. A CIA nativ autolog vagy heterolog Cll-vel
indukalhat6. A CII/CFA-val torténé immunizalas a periférias iziiletek gyors és sulyos
polyarthritiséhez vezet, amely el0szor az antigén beadasat kovetd 3-4. hét tajan jelenik
meg, majd progressziv modon rosszabbodik tovabbi 2-4 hétig, mieldtt lassan
mérséklédik. A betegség indukcié primér mediatorai Cll-reaktiv CD4" T sejtek, és a
lokalizalt kronikus gyulladasos valaszhoz vezetd f6 immunmechanizmus a B sejtek
komplementfixalo anti-CII autoantitest termelése. A CIA a nagymennyiségii IFN-y
termelés alapjan Th1-medialt betegség. RA-ban szenved6 betegekben a porc Il-es tipusu
kollagénjével szembeni autoreaktivitas egyértelmiien kimutathato.

4. Dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA), mint potens adjuvans PGIA-
ban és CIA-ban

Szamos allatmodell utdnozhatja a huméan RA-t, azonban legtobbjiiket adjuvéanssal
torténd antigén beadasa elézi meg. A komplett Freund adjuvansban (CFA) 1évo
mycobakterialis ~ hésokkfehérjék  ismerten  nagyon  potens,  nem-specifikus
immunstimulatorok, melyek eldsegitik a szisztémas T sejt valasz kialakulasat. Ezek a
CFA-ban talalhato hésokkfehérjék azonban szamos nem kivant mellékhatast okoznak,
beleértve a CFA-indukalt irritaciot és granuloma képzddést, amely az intraperitonealis
térben  kovetkezményes adhéziokhoz  vezet, valamint a  mycobakteridlis
komponensekkel szembeni immunreakciot.

A dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) egy hatasos, nem-irritalé adjuvans,
amely a T sejt stimulacid révén jelentésen fokozza az antigén-specifikus B sejt



aktivaciot és immunglobulin termelést. A DDA hasznalat kiilonleges haszna szdmos
autoimmun ragcsalomodellben, hogy az immunregulaciot a Thl-es tipusu valasz felé
tolja el. A DDA-t azonban adjuvansként korabban soha nem tesztelték PGIA-ban és
CIA-ban.

5. A rheumatoid arthritis és a HLA-DRB1 “shared epitope”

Korabbi tanulményok kimutattdk, hogy az RA szorosan 6sszefiigg olyan HLA-DRB1
allélekkel, amelyek a DR lancban a 70-74 pozicioban 1évd 6t amindsav hosszusagu
szekvencia motivumot kddolnak, és gyakran “shared epitope” (SE) néven emlitenek. A
jol ismert SE-kodolo allélek a kovetkezdk: a HLA-DRB1*04 allél csoport tagjai, a HLA-
DRB1*0101 vagy *0102, a HLA-DRB1*1402 ¢s a HLA-DRB1*1001. A betegség SE-
pozitiv betegekben korabban kezdddik és sokkal nagyobb erozioval jar, mint SE-negativ
egyénekben. Ismerve az MHC-molekuldk antigén prezentacidban betoltott szerepét, az
altalanos feltevés az arthritogén, sajat eredetli peptid szelektiv megkotését ¢és
repertoar szelekcio szerepét tekinti alapjaul. Nemrégiben kimutattak, hogy a SE egy
potens immunstimulacios ligand is, amely egy nitrogén-oxid altal medialt utvonalat
aktival mas sejtekben, és a T sejt differenciaciot a Th17-es tipusu valasz felé tolja el.

6. Az aggrekan T sejt epitop feltérképezése

Egy korabbi epitop feltérképezd tanulméany soran, a feltételezett T sejt epitopokat,
Osszesen 143 szintetikus peptidet hasznalva, 27 olyan peptidszekvencidt azonositottunk,
amelyek PG-vel immunizalt BALB/c egerekben T sejt valaszt indukalt. A T sejt
epitopok koziil 4 dominansnak (vagy “arthritogén”-nek), mig a tobbi szubdominansnak
vagy rejtettnek bizonyult. A feltételezett T sejt epitopokat tartalmazo, 15 amindsav
hosszusagu szintetikus peptideket 6nmagukban vagy mas peptidekkel kombinalva
hasznaltuk BALB/c egerek hyperimmunizalasahoz (4x1-100 pg peptid egerenként),
porc PG-vel torténé ko-immunizalashoz, vagy olyan egerekben, amelyeket megel6z6en
porc PG-vel pre-immunizaltunk. Mig a porc PG-vel immunizalt pozitiv kontroll
csoportban kovetkezetesen kialakult arthritis (95-100%), az immunizalashoz barmely
kombinacioban hasznalt peptidek egyike sem indukalt betegséget, s6t, néhany peptid
inkdbb immuntoleranciat okozott.

Mivel a szintetikus peptidekkel torténd (hyper)immunizacio, beleértve az arhritogénnek
nevezett peptideket is, nem indukalt arthritist a megismételt kisérletekben sem, a
negyedik (utols6) peptid injekciot kovetden 4 héttel a peptiddel immunizalt egereknek
egyetlen dozis porc PG-t adtunk (100 pg fehérje). Kiemelend6, hogy egyébként
egyetlen injekcid porc PG nem indukal arthritist, €és az injekciot kovetd 2-3. héten
csupan mérsékelt antitest termelés és T sejt valasz detektdlhaté. Tovabbra sem
észleltiink arthritist a peptid-immunizalt, majd PG-t kapott BALB/c egerekben, kivéve
egyetlen csoportot, amelyet az Gn. pl135-0s peptiddel immunizaltunk. Tiz pl35-
(hyper)immunizalt egér koziil hatban 9-12 napon beliil arthritis alakult ki, és négy pedig
az egyetlen human PG injekciot kovetd 3 héten beliil arthritises lett.

A p135H (human) peptidszekvencia (**TTYKRRLQKRSSRHP) a PG C-terminalis,
szénhidrat oldallancoktol mentes G3 doménjében talalhato, és ezt a peptidet eredetileg
inkabb rejtettként, mint arthritogénként azonositottuk. Erdekes modon, a p135H peptid
nagyfoki szekvencia homologiat mutat gyakori, humédn patogénekben talalhato
fehérjékkel (pl. szdmos bakterialis hdsokkfehérjével), és az human RA-ra hajlamosito
HLA-DR4 allélekben taldlhato leggyakoribb szekvencia motivummal (QKRAA), a
“shared epitope”-pal.



CELKITUZESEK

I. p135H-specifikus limfocitik és T sejt hybridomak arthritis indukcioban betoltott
szerepének vizsgalata

A tanulmany célja az volt, hogy tovabb vizsgaljuk, vajon a pl35H peptid altal
reprezentalt T sejt epitop kozvetlen szerepet jatszik-e a betegség patogenezisében, €s
hogy a hattérben rejlé pontos immunoldgiai mechanizmusokat feltarjuk.

Célkittizéseink elérése érdekében a kovetkezo kisérleti tanulmanyokat végeztiik el:

1. pl135-6s peptiddel torténd (hyper)immunizacios kisérletek ¢€s limfocitak
peptiddel torténd érzékenyitése (priming).

2. pl35-reaktiv T sejt hybridomak generalasa.

3. Limfocitak és T sejt hybridomak peptid-specifikussaganak és antigén-specifikus
citokin termelésének meghatarozasa.

4. A pl35-specifikus limfocitak és pl35-reaktiv T sejt hybridomak sejtfelszini
markereinek meghatarozasa.

5. A T sejt hybridomak MHC restrikciojanak azonositésa.

6. A pl35-6s peptid epitopmagjanak ¢és antigén tulajdonsagaért felelés amindsav
részeinek azonositésa.

7. A pl35-6s peptid MHC-ko6té komponenseinek meghatarozasa.

8. pl35-reaktiv T sejt hybridomak T sejt receptorainak azonositésa.

9. SCID egerekbe torténd arthritis transzfer pl35H-specifikus limfocitak és
p135H-reaktiv T sejt hybridomak kozvetitésével.

1. A dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) adjuvdns hatdsdnak vizsgdlata
proteoglikan-indukadalr arthritisben (PGIA ) és kollagén-indukalt arthritisben (CIA)

PGIA-t és CIA-t indukaltunk standard immunizacids protokoll szerint komplett Freund
adjuvansban (CFA) emulzifikalt porc PG-ket vagy human Il-es tipust kollagént (CII)
hasznalva, és 0Osszehasonlitottuk azzal a PGIA-val és CIA-val, amelyet olyan
immunizacids protokoll alapjan generaltunk, amelyben ugyanazokat az antigéneket
DDA adjuvanssal adtunk be. A kisérletek soran az immunizal6 és sajat PG-re és CII-re
adott immunvalaszt, az arthritis kezdeti idOpontjat, incidenciajat és sulyossagat
vizsgaltuk.

Ebben a tanulméanyban a kdvetkezo6 kisérleteket végeztiik el:

1. Antigén tulajdonsdggal rendelkezd alkotorészek izoldlasa kiilonbozd fajok
porcabol.

2. Kiilonb6zo beltenyésztett egértorzsek immunizalasa standard PG/CFA vagy

CII/CFA protokoll szerint, illetve DDA adjuvanst hasznalva.

Arthritis kezdeti idopontjanak, incidencidjanak €s siilyossaganak vizsgalata.

Antigén-specifikus T sejt valasz, antitest-€s citokintermelés vizsgalata.

Sejtfelszini markerek azonositésa.

Sejtizolalas és SCID egerekbe torténd arthritis transzfer.

ok w



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Antigén tulajdonsagu komponensek porcbdl torténé izolalasa

A teljes porckivonatokat 4M-os guanidin-klorid extrakcioval nyertiik 0jsziilott és felnott
human ¢és szarvasmarha iziileti porcbdl, szarvasmarha orrporcbol, anyajuh és sertés
izlileti porcbol, csirke sternumporcbol, Ujsziilott egerek porcos véazszoveteibol é€s
patkany chondrosarcomabdl. A porckivonatokat viz ellenében dializaltuk és liofilizaltuk
(finomitatlan porckivonat), vagy tovabb tisztitottuk ismételt cézium-klorid gradiens
ultracentrifugaldssal, nagy tisztasagu porc proteoglikanok kinyerése érdekében. A
tisztitott porc PG-ket immunizacidhoz deglikozilaltuk, vagy kezeletleniil hagytuk. A II-
es tipusu kollagént NaCl-dal 0.5 M-0s ecetsavban 4°C-on egymast kovetd, ismételt
precipitacioval tisztitottuk.

2. Szintetikus peptidek

A human aggrekdn magfehérje szekvencidjat (p135H) képvisel6 15 amindsav
hosszasagu peptidet, illetve mas fajok, igy egér, szarvasmarha, kutya és sertés ennek
megfeleld szekvencidit a Research Genetics szintetizlta (Carlsbad, CA). A p135-6s
peptidek egy amindsavval eltolt variansait, valamint egyetlen amindsav-szubsztitualt
(Ala vagy Gly) valtozatait a Chiron Mimotopes szintetizalta (Clayton, Victoria,
Australia).

3. Allatok

A kiilonboz0 torzsbe tartozo, kiilonb6zd kort és nemil egerek a kdvetkezd forrasokbol
szarmaztak: National Cancer Institute (NCI; Frederick, MD), Charles River
Laboratories (Kingston, NY, Raleigh, NY és Portage, MI), Harlan (Madison, WI),
Taconic Farm (Germantown, NY) és The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
Minden egeret ugyanabban a helységben tartottunk a Comparative Research Center-ben
(Rush University, Chicago, IL). A BALB/c eredetii ndstény SCID egereket
(NCI/NCrC.B-17-scid/scid) az NCI-tol szereztiik, csiramentes kornyezetben tartottuk,
¢és ezen egereket hasznaltuk arthritis transzfer kisérletekhez.

4. Immunizacios protokollok

4.1. pl35-ds peptid-(hyper)immunizdcios kisérletek és limfocitik peptiddel torténd
érzékenyitése (priming)

Ndstény BALB/c egereket intraperitonedlisan (i.p.) hadrom, kiillonb6z6 dozist p135-6s
peptiddel komplett Freund adjuvansban (CFA) oltottunk be (1.0 pg, 10 ug és 100
pg/injekcid), majd a 21., 42. és 63. napon hasonld injekcidkat adtunk, azzal a
kiilonbséggel, hogy itt a peptidet inkomplett Freund adjuvansban (IFA) emulzifikaltuk.
Mivel a negyedik injekciot kovetden sem alakult ki iziileti gyulladas, a 84. napon
egyetlen dozis i.p. proteoglikant is injektaltunk ezen egereknek (100 pg fehérje IFA-
ban).

Nostény BALB/c egerek talpparnajaba egy alkalommal 100 pg human pl35-6t
(p135H), vagy egér p135-6t (p135M) fecskendeztiink CFA-ban. Az egereket 9 nappal
késobb felaldoztuk, ¢és poplitealis nyirokcsomoikat eltavolitottuk. A peptiddel
érzékenyitett nyirokcsomo6 sejteket 1%-0S normal szingenikus egérszérumot és 5%-0S
magzati borjuszérumot tartalmazo Dulbecco altal modositott Eagle mediumban
tenyésztettiik pI35H vagy p135M jelenlétében (50 pg/ml). Az életképes limfocitakat 3
nappal késobb Lympholyte M-en (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada) torténd



gradiens centrifugalassal izolaltuk, és tovabbi 1 napig IL-2 jelenlétében tenyésztettiik.
Ezen pl35H- és pl135M-specifikus, in vitro-restimulalt limfocitakat SCID egerekbe
torténd sejttranszferhez vagy T sejt hybridoma generdlashoz sziikséges fuziohoz
hasznaltuk.

4.2. Adjuvdns tanulmany: a DDA és CFA hatdasdnak ésszehasonlitdsa

Kiilonboz6 beltenyésztett torzsbe tartozo ndstény és him egereket (12-16 hetes koruak),
valamint azok F; hibridjeit hasznaltuk a kivalasztott immunizaciés protokollok
Osszehasonlitasahoz. Azokban a kisérletekben, ahol a kiilonb6z6 porc PG-k és/vagy
finomitatlan porckivonatok hatasait hasonlitottuk ossze, kiilonbozé glikozidazokkal
torténd kezelésekkel vagy anélkiil, idésebb (a reprodukcios iddszak csucsan taljutott)
néstény BALB/c egereket immunizaltunk.

Az egereket 100 pg deglikozilalt porc PG-vel, finomitatlan porckivonattal vagy human
porc Cll-vel injektaltuk i.p. A DDA finom kationos liposzoma forméjat (micella) 10
mg/ml DDA szuszpenzié (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) PBS-ben (pH 7.4) 56-63°C-
on, 15-20 percig torténd melegitésével, majd jégen vald lehiitésével nyertiik. Ezen
micella formaju DDA-t azonos térfogati antigénnel kevertiik 6ssze (1 mg CII/ml vagy 1
mg PG magfehérje/ml PBS), és az antigén/DDA micella emulziét (6ssz. 200 pl) i.p.,
szubkutan (s.C.) vagy intradermalisan (i.d.) injektaltuk.

Négy 6 allatcsoportot kezeltiink az alabbi “standard” immunizacids protokollok egyike
alapjan. Az 1-es szamu protokoll szerint (PG/CFA) 100 ul CFA-ban (Difco, Detroit,
MI) emulzifikalt 100 pg PG fehérje és 100 pl PBS keverékével i.p. injektaltunk a O.
napon. A 21. és 42. napon azonos dozisi PG-t IFA-ban (Difco) adtunk be i.p. A 2-es
szamu protokollban azonos antigén dozist, injektalasi idépontokat €s 1.p. beaddsi modot
alkalmaztunk, de az antigént (PG/PBS) 100 ul PBS-ben oldott 1 mg DDA micellaval
kevertiik 6ssze. A 3. protokollban 0.1M-os ecetsavban oldott 100 pg CII-t hasznaltunk
(1 mg CII/ml PBS), amelybdl egyenld térfogatit CFA-val emulziot készitettiink. Az
emulziot (100 pg CII) ezt kovetden vagy i.p., vagy a faroktobe i.d. adtuk be a 0. és 21.
napokon. A 4-es szamu protokollban azonos dézisa CII-t 100 pl DDA micellaban
alkalmaztunk i.p. vagy i.d.

5. Az arthritis értékelése

A p135-specifikus limfocitakkal vagy T sejt hybridomakkal transzferalt egerek labait
naponta megvizsgaltuk. A DDA/CFA 06sszehasonlitassal kapcsolatos kisérletekben a 21.
napig az egerek labait hetente kétszer, majd ezt kdvetden naponta vizsgéltuk. Az
arthritis kezdeti iddpontjanak az elsd iziileti duzzanat megjelenését tekintettiik.
Duzzanaton és hyperaemian alapulé standard pontozasi rendszert (0-4 pont/lab, max. 16
pont/allat) alkalmaztunk a betegség stlyossaganak megitélésére. Az arthritises és nem-
arthritises egerek végtagjait és gerincét kipreparaltuk, fixaltuk, dekalcifikaltuk,
lemetszettikk, és a szOvetmetszeteket hematoxilin-eozinnal festettik meg
hisztopatologiai vizsgalat elvégzése céljabol.

6. Sejtvonalak és tenyésztéo médiumok

A BWS5147.G.1.4 (TCRa/p+), A20 (H-2%), CTLL-2 és EL-4.IL-2 sejtvonalakat az
American Type Culture Collection-tol szereztiik be (Manassas, VA). A tenyészto
médium minden sejttipus szdmara Dulbecco altal modositott Eagle médium volt
(DMEM), amely vagy hével inaktivalt (56°C, 30 perc) 10 %-os magzati borjuszérumot
(FCS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), vagy 1%-os gylijtott egérszérumot tartalmazott.
Minden tenyészetet 37°C-on 5%-0s CO,-tartalmu, parasitott levegd kornyezetben
tartottunk.



7. p135-reaktiv T sejt hybridomak eléallitasa

A pl135H vagy p135M peptid-specifikus limfocitakat a fent leirt modon generaltuk.
Ezen limfocitakat BW5147.G.1.4 thymoma sejtekkel flzionaltuk (mashol leirtak
szerint). A fuzionalt sejteket 96-lyuki lemezekbe helyeztiikk, és a hybridomakat
hypoxanthin/aminopterin/thymidin  (Sigma-Aldrich) és 15%-0s FCS tartalma
médiumban szelektaltuk. A hibridek p135H és p135 M peptid-reaktivitasat besugarzott
(140 Gy) antigén-prezentald sejtként szolgaldé A20 limfomasejtekkel teszteltiik. A
peptid-reaktiv. T sejt hybridomakat lefagyasztottuk, és azon sejteket, amelyek
megorizték antigén (p135)-Specificitdsukat a masodik tesztelés utan is, limitalt higitasos
modszerrel klénoztuk.

8. Antigén-specifikus sejtproliferacio, citokin szekrécio és antitest termelés mérése
A lép- és nyirokcsomosejteket a kisérletek végén Osszegylijtottik. Az immunizalt
egerek szérumait az immunizacids iddszakban (hetente 1-2x a retroorbitalis plexusbol)
¢s a kisérletek végén gylijtottiik.

A sejtproliferaci6  vizsgalata  céljabol  pl35H- és  pl35M-érzékenyitett
nyirokcsomosejteket (3 x 10° sejt/lyuk), vagy T sejt hybridomékat (5 x 10* sejt/lyuk)
tenyésztettiink p135H és p135M, vagy analdg peptidek jelenlétében (25-50 pg/ml) 36
oran keresztill. Antigén-prezental6 sejtként irradialt A20 B sejtes limfomasejteket (10°
sejt/lyuk) hasznaltunk a T sejt hybridomak szamara 25-50 pg/ml p135H, p135M vagy
analog peptidek jelenlétében vagy hianyaban.

Az adjuvansokat Osszehasonlitdé tanulmanyban az antigén-specifikus T sejt valaszt
1épsejtekben vagy PG/adjuvans-érzékenyitett nyirokcsomosejtekben (3 x 10° sejt/lyuk)
25 ng PG fehérje/ml vagy 25-50 pg CII jelenlétében mértiik.

Mindkét tanulméanyban az antigén-specifikus IL-2 termelést 2 napos feliiliiszobol
mértiik CTLL-2 bioassay alkalmazasaval. Az eredményeket a peptid- vagy PG-stimulalt
sejtek percenkénti beiitésszamat (cpm) elosztva a nem-stimulalt sejtekével, stimulacios
index formdjaban fejeztiik ki.

Az antigén-specifikus IFNy, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 és TNFo (BD Biosciences, San
Diego, CA vagy R&D Systems, Minneapolis, MN) termelést négynapos sejttenyészet
feliilaszobol (3 x 10° sejt/ml) enzimhez kapesolt immunszorbens vizsgalat (ELISA)
alkalmazasdval a gyartd utasitdsai alapjan mértiik meg. Az immunizalt allatok
szérumaban termel6dott citokineket (IFNy, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 és TNFa) a
kisérletek végén szintén ELISA-val mértiik meg.

Az  antigén-specifikus  antitesteket  ELISA-val  kvantifikaltuk. ~ Maxisorb
immunlemezeket (Nunc, Roskilde, Dania) human vagy egér porc proteoglikanokkal
(0.1 pg fehérje/lyuk) vontunk be, és a szabad kotéhelyeket 1%-0s PBS-ben oldott
zsirmentes tejjel blokkoltuk. A szérumokat ndvekvd higitdsokban alkalmaztuk, és a
teljes anti-PG antitesteket, valamint a PG-specifikus antitestek izotipusait hataroztuk
meg peroxidaz-konjugalt, kecskében termelt anti-egér IgG (Accurate, Westbury, NY),
vagy anti-egér IgGl vagy IgG2 patkany monoklonalis antitesteket (mAb) (Zymed,
South San Francisco, CA) hasznalva szekunder antitestként. A szérum antitest szinteket
a megfeleld egér IgG-izotipus standardokhoz (Zymed) vagy egér szérum
immunglobulin frakciokhoz (Sigma-Aldrich) hasonlitva szamoltuk ki. A teljes szérum
IgG frakciot ELISA segitségével, egér k-lanc-specifikus peroxidaz-jelolt patkany mAb
hasznalataval hataroztuk meg (BioSource, Camarillo, CA). A szinreakciét ELISA
leolvaséval 405 nm-en kvantifikaltuk (Coulter, Hialeah, FL).



9. Sejtfelszini markerek aramlasi Citometriaval torténé meghatarozasa

Réviden, vagy 10° az immunizacié kiilsnbéz6 idSpontjaiban kinyert, nem-szeparélt
Iépsejtet, antigén-érzékenyitett egerek nyirokcsomé sejtjeit vagy peritonealis
oblitéfolyadékbdl nyert sejteket fluorescein-isothiocyanattal vagy phycoerythrinnel
jelolt, vagy biotinilalt anti-CD3, CD4, CDS8, CD25, CD28, CD44 és CD69 (T sejt és T
sejt aktivacios markerek), anti-T sejt receptor (TCR)o/p, TCRy/8 és kiilonbozé TCR Vg
lancok-ellenes mAb-val, anti-CD45/B220 mAb-val (B sejt marker), anti-CD68 vagy
F4/80 (monocita/makrofag marker), anti-Gr-1 (myeloid sejtvonal marker) és anti-
CDll1c (aktivalt dendritikus sejt marker) monoklonalis antitestekkel inkubaltunk.
Negativ kontrollként a megfeleld fluorescens festékkel jelolt izotipus kontroll
antitesteket hasznaltunk. A mintdkat FACScan aramlasi citométerben CellQuest
software segitségével analizaltuk (Becton Dickinson, San Jose, CA).

10. p135-reaktiv T sejt hybridomak MHC-restrikcidja

A hybridoma sejteket A20 antigén-prezentald sejtekkel p135H vagy p135M peptidek, és
vagy anti-1-A? (BD PharMingen) vagy pedig anti-1-E® (Cedarlane Laboratories) mAb-k
(5-20 pg/ml koncentracioban) jelenlétében tenyésztettiik. A mAb-k IL-2 termelésre
gyakorolt hatasat CTLL-2 bioassay-vel hataroztuk meg. Izotipus kontroll antitesteket
hasznaltunk negativ kontrollként.

11. A pl35-6s peptid epitopmagjanak és antigenitasaért felelés amindsav-
elemeinek meghatarozasa

Az MHC- és TCR-kotésért felel6s kritikus peptidszekvencidk tovabbi karakterizalasa
céljabol egy amindsavval eltolt peptideket hasznaltunk (p2367-2396), hogy
meghatarozzuk a pl135H-specifikus H74/4 T sejt hybridoma 4&ltal felismert minimalis
peptidhosszusagot. Ezt kovetden, a p135H egyetlen amindsav-szubsztitualt (Ala vagy
Gly) variansait hasznaltuk az antigenitasért felel6s amindsavak azonositasara. Mindkét
esetben, a H74/4 hybridoma sejteket a fent emlitett peptidekkel vagy azok nélkiil
tenyésztettik (20 pg/ml vagy 40 pg/ml) irradidlt A20 antigén-prezentdld sejtek
jelenlétében, és a feliilluszoban termelddott 1L-2 szekréciot CTLL-2 assay-vel mértiik
meg.

12. A p135-6s peptid MHC-kot6 elemeinek meghatarozasa

Minden peptid, beleértve azokat is, amelyek a H74/4 hybridoma sejteket nem
stimulaltak, MHC-koto képességét teszteltik. A20 limfomasejteket (2 x 10°) 2-4 ug
biotinilalt pl35H-val vagy szintetikus egyetlen aminodsav-szubsztitualt 135H
peptidvariansokkal inkubaltunk 2 o6raig 37°C-on 100 ul PBS-ben. Két mosas utan (1%-
0s FCS-tartalmu PBS) a sejteket 1.5 ug streptavidin-R-phycoerythrinnel inkubaltuk 30
percig szobahén. A sejteket ismételt mosas utan FACSCalibur-on analizaltuk (Becton
Dickinson). Az eredményeket geometriai atlagértékként fejeztiik ki CellQuest Software
segitségével (Becton Dickinson). Kompetitiv gatlashoz nem-biotinilalt identikus
peptidszekvenciak higitasi sorozatat alkalmaztuk, illetve specificitas kontrollként nem-
biotinilalt anti-avidin 1gG-t hasznaltunk.

13. p135-reaktiv T sejt hybridomak T sejt receptorainak azonositasa

Teljes cellularis RNS-t izolaltunk T sejt hybridoméakbol TRIzol reagens moédszert
hasznalva a gyartdé utasitasai alapjan (Invitrogen, Carlsbad, CA). Az egyes-szalu
complementer DNS-t (¢cDNS) 1 pg teljes RNS-bdl, oligo(dT) primert és SuperScript
reverz transzkripcids kitet (Invitrogen) hasznalva szintetizaltuk. A cDNS-t templatként
hasznaltuk a TCR V, és Vp régio transzkriptumainak amplifikdlasdhoz. A T sejt
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hybridomak ismeretlen Vg génjeinek amplifikalashoz degeneralt upstream primert (5'-
ATGTACTGGTATCAGCAG-3") Cs downstream primerrel (5'-
GCCAAGCACACGAGGGTAGCC-3") parositottunk. A V, gének amplifikalasahoz
egy konszenzus upstream primert (5-TGGTACNDVCAGCATCCYGGVGAAGGCC-
3’) hasznaltunk egy C, downstream primerrel (5'-AGCTTTCATGTCCAGCACAG-3").
35 ciklus utan (94°C 45 sec., 60°C 45 sec.,72°C 2 min.), a PCR termékeket Qiaex II
gél-extrakcios kit (Qiagen, Valencia, CA) hasznalataval 1.5%-o0s agar6zgélbdl kinyertiik
¢és ABI 310 Genetic Analyzer-rel szekvenaltuk (Perkin Elmer).

14. Sejtizolalas és arthritis transzfer

14.1. Arthritis transzfer pl35H-specifikus limfocitik és pl35H-reaktiv T sejt
hybridomak segitségével

Adoptiv transzfer kisérletekhez SCID egereket szuboptimalis mennyiségli (arthritis
indukcidhoz elégtelen), akut arthritises BALB/c egerekbdl szarmazo 1épsejtekkel és PG
antigénnel “clérzékenyitettink”. A nem-szeparalt 1épsejteket (4 x 10°) szingenikus
recipiens SCID egerekbe i.p., 100 pg PG-vel adtuk be a 0. napon. Ezeket az
“eléérzékenyitett” egereket alap kontrollcsoportnak tekintettilk, és minden egyéb
kisérleti csoportnal referenciaként hasznaltuk.

Az elsé kisérleti csoport mésodik injekcioként a 7. napon 5 x 10° p135H-specifikus,
p135H-érzékenyitett BALB/c egerekbdl szarmazd, in vitro-stimulalt limfocitakat kapott
80 pupg pl35H-val egyiitt. A masodik csoport irrelevans peptiddel (p130H:
BOSTLVEVVTASTASE)  érzékenyitett  egerekb8l — szarmazo, in  vitro-stimulalt
limfocitakat (5 x 10°) kapott 80 pg szintetikus p130H-val egyiitt. A p130H peptid a
human aggrekan magfehérjéjének gliikozaminoglikan kapcsolodasi  régidjaban
elhelyezkedd rejtett T sejt epitopot tartalmaz, és negativ kontrollként szolgalt. A
harmadik kisérleti csoport a 7. napon (p135H-specifikus T sejt hybridomak alcsoportjai)
1 x 10° hybridomasejtet kapott i.v., 80 pg p135H i.p. beadasaval egyiitt. A pozitiv
kontrollcsoport a 7. napon egy masodik, akut arthritises BALB/c egerekb6l szarmazo, 1
x 10" lépsejtet tartalmazo injekcidt kapott i.p. Minden kisérletben legalabb 5 SCID
egeret hasznaltunk csoportonként egymassal parhuzamosan, majd a kisérleteket 3-5
alkalommal megismételtiik.

14.2. Arthritis transzfer PG/CFA-val, illetve PG/DDA-val immunizadlt egerekbdl
szarmazo lépsejtek felhasznaldasdaval

Az egysejt-szuszpenziokat arthritises BALB/c egerek 1épébdl készitettilk. A donor
egereket porc PG/CFA-val vagy PG/DDA-val immunizaltuk, ahogy azt fent az 1-es és
2-es szamu protokollokban leirtuk. Minden transzfer kisérletben SCID egereknek a 0.
napon 1.5 x 10 nem-szeparalt 1épsejtet adtunk i.p. 100 ug porc PG-vel egyiitt, a 7.
napon pedig 1 x 10" 1épsejtet injektaltunk.

15. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist SPSS software (10.0.5 és 7.5 verzio, SPSS, Chicago, IL)
alkalmazasaval végeztiik el. Mivel minden in vitro teszt eredménye normalis eloszlast
mutatott, Student-féle kétmintas t-probat hasznaltunk a pl135 peptiddel kapcsolatos
kisérletekben két csoport eredményeinek dsszehasonlitdsara. A szignifikancia szintet P<
0.05-ra allitottuk. A DDA/CFA immunizacios kisérletekben a Mann-Whitney- és
Wilcoxon-probakat alkalmaztuk a csoportok kozotti dsszehasonlitdshoz. Mind az 5%-
0s, mind pedig az 1%-0s szignifikancia szinteket hasznaltuk.
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EREDMENYEK

I. A p135-gs peptid-specifikus limfocitik és T sejt hybridomdk arthritis indukcioban
betoltott szerepének vizsgdlata

.1. Egyetlen dozis porc proteoglikannal Kkivaltott arthritis indukcio p135H-
immunizalt BALB/c egerekben

Minden p135H-val vagy mas fajok analdég aggrekan peptidjeivel immunizalt BALB/c
egérben egyetlen human PG injekcio beadasat kovetGen arthritis alakult ki. Az arthritis
incidencidja és sulyossaga kiilonbozott, a p135M (egér) peptid injekciot kapott allatok
csoportjaban volt a legalacsonyabb. Mivel a p135H szekvencia a konzervalt QKRSS
motivumot tartalmazza, amely hasonlésagot mutat az RA-S betegek HLA-DR-jében
jelenlévé “shared epitope”-pal (QKRAA), valamint az Escherichia coli-ban 1évé Dnal
proteinnel, megvaltoztatott szekvenciaju szintetikus pl135-0s peptidanalogokat is
hasznaltunk. A konzervativ aminosav-helyettesités (SS helyett AA) nem véltoztatta meg
a p135H peptid arthritogenitasat, és a “shared epitope”-ot tartalmazé Dnal vagy HLA—
DR4 peptidek is képesek voltak BALB/c egerek arthritisre valo “pre-szenzibilizalasara”.
Ezen eredmények megerdsitették, hogy a p135-6s szekvencia vagy a “shared epitope”-
ot tartalmazé peptidek képesek érzékenyiteni BALB/c egereket, azonban egyik peptid-
hyperimmunizalt egérben sem alakult ki arthritis utélagos PG-injekcid (egyetlen dozis)
beadasa nélkiil.

1.2. p135H- és p135M-érzékenyitett BALB/c egerek in vitro mutatott T sejt valaszai
Mivel minden szintetikus p135-6s peptid képes volt BALB/c egerek érzékenyitésére, a
kovetkezd kérdés az volt, hogy vajon a pl35H (human)-specifikus T sejtek
keresztreagalnak-e a p135M (egér/sajat)-mel érzékenyitett egerek T sejtjeivel. A p135M
(egér) peptid képes volt BALB/c egerek érzékenyitésére, és mind a p135H, mind pedig
a pl35M altal érzékenyitett egerek limfocitai keresztreakciot mutattak kiilonb6z6 fajok
analog peptidjeivel. A porc PG azonban egyik p135 peptid-specifikus limfocitaban sem
valtott ki stimulaciot, amely a p135-0s szekvencidban 1évd T sejt epitop rejtett jellegére
utal. Ez nemcsak a p135H- és M-specifikus peptidekre volt igaz, hanem minden p135-
0s peptidre, az E.coli DnaJ-re és a p135H-AA szubsztitualt analog peptidekre is.

1.3. A pl35H- és p135M-specifikus és in vitro-restimulalt limfocitak sejtfelszini
markerei és citokin szekrécioja

A p135-6s peptid-specifikus limfocitak tobbségben CD4" (CD3" sejtek 63%-ka) és
TCRa/B" (70%) sejtek voltak. A CD3" sejtek 16%-ka CD25", és a T sejtek 30%-ka V8"
volt. A CD3" T sejtek (73%) és CD45/B220" B limfocitak (25%) ardnya a peptiddel
érzékenyitett nyirokcsomokban nagyon hasonld volt a pl35H- és pl35M-mel oltott
egerekben. A peptid-specifikus CD4" sejtek tilnyomo tobbségben Thl-es fenotipust
mutattak, nagymennyiségii IFN-y-t termelve, kétszer annyit a p135H-, mint a p135M-
stimulalt tenyészetben, mig IL-4 csak nyomokban volt kimutathato. A TNF-a
tulajdonképpen nem volt detektalhato, és peptid-specifikus IL-5 és IL-10 termelés csak
a p135H-érzékenyitett allatok nyirokcsomo tenyészeteiben volt észlelhet. Ezen adatok
Osszeségeében azt mutatjak, hogy mind a sajat és nem-sajat p135-6s peptidszekvenciak
képesek T sejt valasz kivaltasara BALB/c egerekben, és e peptiddel torténd érzékenyités
dontéen Thl-es valaszt indukal.
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1.4, SCID egerekben torténé arthritis indukcio pl135H peptid-specifikus
limfocitakkal

In vivo sejttranszfert hasznaltunk aggrekan epitop-specifikus limfocita populaciok
arthritis-indukalé  képességének meghatarozasara. A recipiens SCID egerek
“prearthritises” allapotba hozatala, és az arthritis kifejlodéséhez sziikséges 1d6
csokkentése céljabol, akut arthritises donor BALB/c egerek ‘“szuboptimalis” szamu
1épsejtjének (4 x 106) ¢s egyetlen dozis (100 pg) human proteoglikdn beadasaval
“eléérzékenyitettiik” az egereket. A recipiens SCID egerek preszenzitizacioja kiilondsen
hasznosnak bizonyult, amikor a metasztatikus viselkedésti T sejt hybridomakat
hasznaltuk a transzfer kisérletek soran. Azon SCID egereknél, amelyek csupan egyszer
kaptak 4 x 10® nem-szeparalt, akut arthritises BALB/c egerekbdl szarmazo lépsejteket, a
transzfert kovetd 2 héten beliil nem alakult ki arthritis, és a késoébbiek soran is kevesebb,
mint 50%-kuk lett arthritises, nagyon alacsony sulyossagi pontszamokkal. Ezen
preszenzitizalt SCID egereket tekintettiik alap kontrollcsoportnak.

A kisérleti csoportok (kivéve az alap kontrollcsoportot) tovabbi, 5 x 10° peptid-
érzékenyitett, 3 napig a szintetikus peptiddel in vitro-restimulalt nyirokcsomosejtet
kaptak. A pl35H peptid-specifikus limfocitak minden preszenzitizalt SCID egérben
arthritis indukaltak viszonylag magas sulyossagi pontszamokkal (kdzépérték = SD: 5.0
+ 2.2), hasonléan azokhoz, amelyek akut arhritises BALB/c egerek 1 x 107 szamu
1épsejtjeit kaptak (pozitiv kontroll). Ellenben, az alap kontrollcsoportban 1évé recipiens
SCID egerek csupan 50%-ban alakult ki arthritis, enyhe és esetenként csak atmeneti
formaban (1.8 + 0.8 sulyossagi pontszammal), hasonloéan az irrelevans peptid (p130)-
specifikus és in vitro-restimulalt limfocitakat kapott csoporthoz (62%-0s incidencia és
2.4 £ 0.5 sulyossagi pontszam). A transzfer kisérletek egyértelmiien jelezték, hogy a
p135-0s peptid képes limfocitak aktivalasara, €s ezen sejtek egy adoptiv transzfer
rendszerben arthritist képesek indukalni. Az nem tisztazott, hogy csupan a peptiddel
immunizalt BALB/c egereknél miért nem alakult ki arthritis, de a p135H epitop rejtett
jellege lehet ennek valdszinii oka.

I.5. A pl35H-specifikus limfocitak altal adoptiv modon transzferalt arthritis
hisztopatologiai jellegzetességei

A SCID egerek arthritises iziileteinek hisztopatologiai jelenségei hasonloak, és
tulajdonképpen megkiilonboztethetetlenek voltak a proteoglikan-indukalt arthritis
primér vagy adoptiv-transzferalt formaitol. A mononuklearis sejtek synoviumban
torténd akkumuldcidja az els6 klinikai tiinetek megjelenésével egyidoben
megfigyelhetéek voltak. Néhany nappal késébb, a gyulladds (hyperaemia és duzzanat)
progresszigjaval a limfocitdk még nagyobb szamban voltak jelen a synoviumban és a
periartikularis iziileti kotészovetben, €és a proliferald synovidlis sejtek pannus-szerii
struktarat alkottak. Az iziileti rés megnagyobbodott a limfocitakban és neutrofilekben
gazdag synovialis exszudatumnak koszonhetden. Az arthritis még inkabb eldrehaladott
allapotaban (arthritis kezdetétdl szamitott ~2-3 hét), szubkondralis csonterozidval
kisért iziileti porckarosodas volt megfigyelheté. Az alap kontrollcsoportban és az
irrelevans peptid (p130)-specifikus limfocitakat kapott csoportban a 19. napig
gyulladasos jelek nem voltak észlelhetok.

1.6. A p135-0s peptid-specifikus T sejt hybridomak jellegzetességei

A kovetkezd fontos 1épés a pl135-0s szekvencian beliil 1évé kritikus T sejt epitop
azonositasa, és a TCR- és MHC-kotohelyek meghatarozasa volt. Ennek elérése céljabol,
p135-specifikus TCR-kat egyontetiien és stabilan expresszald T sejt hybridomakat
generaltunk, p135H- és p135M-érzékenyitett, in vitro-restimulalt limfocitak BW5147
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thymoma sejtekkel torténd fazidja révén. A stabil pl35H- and pl35M-specifikus
hybridomakat tobbszords klonozas soran szelektaltuk. A pl35H peptid-specifikus
H74/4 elnevezésii hybridoma pl135H-val torténé stimulaciora erés valaszt adott, és a
szarvasmarha, kutya és sertés szekvencidkat kisebb  valaszintenzitas-beli
kiilonbségekkel felismerte. A H74/4 hybridoma felismerte tovabba a pl135H-AA
peptidvaltozatot, amelyben a két szerint alaninre cseréltiik a “shared epitope”-ban
megtalalhatd szekvencia létrehozasa céljabol. Ezzel ellentétben, a pl35M-specifikus
M24/4 elnevezésli hybridoma nem mutatott keresztreakciot maés fajok homoldg
szekvenciaival.

Mig mind a p135H- és pl35M-specifikus hybridomak viszonylag nagymennyiségii
IFN-y-t és TNF-a-t termeltek a peptid-stimulaci6 hatasara, a pl35M-specifikus
hybridomak szignifikans mennyiségii 1L-5-6t és IL-10-et is szekretaltak. Ezen
kiilonbség lehet annak oka, hogy a pl35M-specifikus hybridomak miért nem
transzferaltak (indukaltak) arthritist SCID egerben.

Minden stabil T sejt hybridomat, beleértve a H74/4-et és M24/4-et is, in vivo teszteltiink
arthritis indukald képességének meghatarozasa céljabol (hasonldan a peptid-specifikus
limfocitakhoz). Az egyetlen kiilonbség az volt, hogy a T sejt hybridomakat a majat is
érintd metasztatikus tulajdonsaguk miatt intravénas uton injektaltuk (i.p. helyett). A
pl35H-reaktiv T sejt hybridomak (a H74/4 szerepelt prototipusként a részletesebb
karakterizalas soran) kovetkezetes modon arthritist indukaltak preszenzitizalt SCID
egerekben, habar a betegség incidencidja és sulyossaga alacsonyabb (70%-0s
incidencia; 4.29 + 3.2 sulyossagi pontszam) Vvolt ezen allatokban, mint a pl135H-
specifikus in vitro-stimulalt limfocitdkat, vagy arthritises donor BALB/c egerekbdl
szarmaz6 PG-stimulalt limfocitakat kapott egerekben.

A H74/4 T sejt hybridoma CD4" volt, nagymennyiségti TCRa/B/CD3 komplex és
dontéen Vpl0 és V,1.2 transzkriptum expresszioval. Szignifikdns mennyiségli 1L-2,
TNF-o és IFN-y-t szekretalt p135H-stimulacié soran, IL-4-t azonban nem termelt,
jelezvén a Thl-es alcsoporthoz val6 tartozasat. A p135H peptid felismerése MHC 1l-es
osztalyhoz kétstt volt. A p135H peptid az I-E® molekulahoz kapcsoltan prezentalodik,
mivel az I-E? elleni monoklonalis antitest teljesen gatolta a H74/4-es hybridoma p135-

crer

1.7. A p135H peptid T sejt hybridoma (H74/4) altal torténé felismerésben kritikus
magszekvenciadjanak meghatarozasa

Hogy meghatarozzuk az arthritogén H74/4 T sejt hybridoma altal felismert pontos
epitop-szekvenciat, elsé 1épésben azonositottuk azt a minimalis peptidmagot, amely
sziikséges a hybridoma stimulalasdhoz. Ehhez egy amindsavval elcsusztatott atfedd
peptideket hasznéltunk (p2367-2396). Antigén-prezentalo sejtként egy ragcsaldo B sejt-
es limfomavonalat (A20) hasznaltunk, és az IL-2 termelést CTLL-2 bioassay-vel
hataroztuk meg. A kapott eredmények alapjan a T sejt hybridoma aktivalasahoz
szilkséges minimalis szekvencidanak a 2374-2382 pozicigju amindsavakat
(TYKRRLQKR) magaban foglal6 peptidmag bizonyult.

1.8. Egyetlen amindsavval szubsztitualt peptidek stimuliciés aktivitisanak
vizsgalata

A pl35H peptid magszekvencidjaban 1évé amindsavak funkcionalis szerepének
tanulmanyozasa céljabol, egyetlen aminodsavval szubsztitualt analog peptidek
stimuldcids aktivitasat teszteltik a H74/4 T sejt hybridoman. A PI1, P7 és P9
poziciokban 1évé aminodsav-szubsztitucioknak (Ala vagy Gly), az eredeti peptiddel
Osszehasonlitva, nem volt hatasa a stimulacios aktivitasra. A P2-P6 és P8 poziciokban
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1év6 aminodsav-szubsztituciok azonban teljesen eltérolték a T sejt valaszt, jelezvén, hogy
ezen amindsavak kritikusak a T sejt hybridoma altal torténd felismerésben.

1.9. A p135H peptid I- E%-koté amlnosavalnak meghatarozasa

Az A20 antigén-prezental6 sejteken 1€vo 1- EY molekulakkal torténd interakcioért felelds
amindsavak azon051tasa céljabol, egyetlen amindsavval szubsztitualt (Ala vagy Gly)
peptidanalogok I- E%-kot6 képességét vizsgaltuk aramla51 citometria segitségével. Négy
szubsztiticid vezetett 1ényeges csokkenéshez az I- E? molekulédhoz torténd kotodést
illetéen. Ezek tobbnyire bazikus aminosavak voltak a P2 (Tyr), P3 (Lys), P4 (Arg) és P5
(Arg) pozicidkban. A p135H-ban 16v8 pozitiv t5ltésti aminésavak feltehetéen az E -
lanc 114 (Glu) és 155 (Asp) helyein 1év6 negativ aminosavakkal allnak interakcioban. A
P1, P7 és P9 szubsztituciok kivételével, amelyeknek nem volt értékelhetd hatdsa a T sejt
stimulaciora, minden mas amindsavnak (P2 [Tyr], P3 [Lys], P6 [Leu] és P8 [Lys])
feltehet6en a TCR altali felismerésben volt szerepe.

Il. A dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) adjuvdins hatdsinak vizsgdlata
proteoglikdan-indukalt arthritisben (PGIA) és kollagén-indukdlt arthritisben (CIA)

I1.1. A PGIA incidencidja és sulyossaga arthritisre fogékony BALB/c és C3H
koloniakban

Egy csoportban, amely proteoglikint DDA-ban beadva kapott i.p. (PG/DDA),
szignifikansan el6bb és sokkal sulyosabb formaban jelent meg az arthritis, mint azokban
a BALB/c egerekben, amelyek ugyanolyan doézisu PG-t kaptak komplett és inkomplett
Freund adjuvansban (PG/CFA).

A PGIA genetikailag fogékony BALB/c vagy C3H torzsekben indukélhatd csupan, de
mivel a betegség stlyossaga és a fogékonysag valtozo lehet még ugyanazon
ragesalotorzs  kiilonb6zd koldnidr  kozott is, Osszehasonlitottuk a {6 klinikai
paramétereket (arthritis kezdete, incidencidja és sulyossaga) a kereskedelmileg elérhetd
BALB/c és C3H koloniakban.

Habar minden BALB/c egérben és a legfogékonyabb C3H kolonidkban PG/DDA
immunizalast kovetéen egyontetiien 100% volt az arthritis incidencidja a 9-10. hétre, a
végsO arthritis sulyossagi pontszamokat illetden szignifikans kiilonbség mutatkozott a
BALB/c egerek (arthritis pontszam: 11.6 = 1.6) és a legfogékonyabb C3H kolonidk
kozott (arthritis pontszam: 7.2 £ 2.1).

11.2. Beltenyésztett ragcsalotorzsek proteoglikan-indukalt arthritisre valé
fogékonysaga

A PGIA-ra val6 fogekonysagot mind MHC ¢s nem-MHC-gének hatarozzak meg, és a
fogékony BALB/c (H- 2) és C3H (H- 2) torzsek kiilonboz6é koloniadi variabilitast
mutatnak a PGIA incidencidja és sulyossaga tekintetében. Ezert a kovetkezd
nyilvanval6 kérdés az volt, hogy vajon ugyanazzal (H- -2 vagy H-2 ) vagy kiilonb6z6
haplotipussal rendelkezé6 mas beltenyésztett ragesalotorzsekben kialakul-e PGIA
PG/DDA immunizalast kdvetoen.

Mig minden ragcsalotorzs, tekintet nélkiil H-2 haplotipusukra vagy genetikai hatteriikre,
jo immunvalaszt mutatott PG/DDA immunizalasra, a BALB/c és C3H torzseken kiviil
mas PGIA-ra fogékony torzset nem talaltunk. Ez igen erdekes volt, mlvel SZamos
ragcsalotorzs ugyanazon I1-es osztalyt alléleket hordozta (H- -2 vagy H- 2k haplotipus),
¢s PG-immunizéldsra a fogékony BALB/c és C3H kolonidkhoz hasonld, vagy
esetenként annal erdteljesebb T- €s B-sejtes valaszt mutattak.
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11.3. DDA-val és kiilonb6z6 fajokbdl izolalt proteoglikanokkal torténé immunizalas
arthritogén hatasanak vizsgalata

Korabbi tanulmanyok soran kiilonb6z6 fajok porc PG-jét teszteltik BALB/c egerekben
adjuvansként CFA-t hasznalva, arthritis-indukal6 képességiik meghatarozasa céljabol. A
magzati human és sertés porcbol, valamint a feln6tt human és kutya porcbdl nyert PG-k
voltak az egyetlenck, amelyek képesek voltak BALB/c egerekben arthritis indukciora,
gliilkozaminoglikan oldallancaik eltavolitasat kovetéen. Mas fajok porc PG-je Freund
adjuvansokkal beadva BALB/c egerekben nem indukalt arthritis, vagy csak enyhe és
atmeneti gyulladéast nagyon alacsony incidencidval (<10%).

Adjuvansként DDA-t haszndlva néhdny, kiillonbozé fajbol szarmazé PG-t
ujrateszteltiink. Varatlan modon, magzati ¢és felnétt szarvasmarha, valamint felnott
sertés €s juh porc PG-k ugyanolyan arthritogénnek bizonyultak, mint az 0jsziilott vagy
felndtt porcbol szdrmazd PG-k, ha adjuvansként DDA-t hasznéltunk. Tovabb4, az
osteoarthritises porcb6l szarmazé finomitatlan porckivonat is kitling arthritogén
anyagnak bizonyult, ha a kondroitin- és keratan-szulfat oldallancokat eltavolitottuk;
ugyanolyan hatasos volt, mint a nagytisztasdgi human porc PG. Tehat, a lipofil DDA
adjuvanst hasznalva, a Freund adjuvanssal csekély arthritogenitast mutaté PG-k is
arthritist voltak képesek indukalni BALB/c egértdrzsben, maximum incidenciaval és
magas sulyossagi pontszamokkal.

11.4. PGlA-ra fogékony egerek periférias iziileteinek és gerincének hisztopatoldogiai
jellegzetességei

A PG/DDA-val immunizalt egerekben a klinikai pontszamok jol megfeleltek a
hisztopatologiai  abnormalitasoknak a periférids kisiziiletekben, hasonldéan a
“klasszikus” PG/CFA altal indukalt PGIA formahoz.

Jelentds kiilonbség volt, hogy a synovialis gyulladassal egyidében massziv spondylitis
volt észlelhet6 minden PG/DDA-val immunizélt arthritises BALB/c egérben. Ez
kiilondsen szokatlan volt, mert a spondylitis tipusosan a periférias iziiletek gyulladasat
kovetden 2-4 honappal jelenik meg PG/CFA-val immunizalt BALB/c egerekben.

11.5. A DDA hatismechanizmusa adjuvansként

A PG/CFA- vagy PG/DDA-immunizalt BALB/c egerekben a human PG-re adott T- és
B-sejtes immunvalasz Osszesitett eredménye nagymértékben hasonlod volt, és a pro-
inflammatorikus citokinek szérumszintjei még kifejezettebbek voltak a PG/CFA-
Immunizalt allatokban, mint azokban amelyeket PG/DDA-val injektaltunk.

A PG- vagy ll-es tipusu kollagén (CllI)-ellenes szérum antitest szintek hasonloak, vagy
alacsonyabbak voltak a DDA-t kapott csoportokban. Jelentés kiilonbséget talaltunk
azonban a két kiilonb6z6 adjuvanssal injektalt csoportok kozott az antigén-specifikus
1gG1:1gG2a és IFN-y:IL-4 aranyok tekintetében. Mig a DDA és CFA T sejt valaszra
gyakorolt Osszesitett hatdsa nagymértékben hasonléd volt, a PG-érzékenyitett 1épsejtek
vagy nyirokcsomosejtek antigén (PG)-specifikus citokintermelése szignifikansan
kiilonbozott, és egyértelmilen a Thl-es tipust immunvalasz felé tolodott azon
csoportokban, ahol DDA-t hasznaltunk adjuvansként.

Hogy betekintést nyerjiink a DDA lokalisan gyakorolt hatdsmechanizmusaba, és
megértsiik, hogy a DDA miért tamogatja erételjesebben a PGIA-t, BALB/c egereket
intraperitonealisan injektaltunk PBS-sel, PBS/IFA-val, PBS/CFA-val vagy PBS/DDA-
val, porc PG-vel vagy anélkiil. A peritonealis mosofolyadékbodl és a 1épbdl sejteket
nyertiink ki az els6 injekciot kdvetden 6 és 12 oraval, majd a 9. napig 24 6ranként, a 14.
¢s 21. napon, valamint 9 nappal a masodik vagy harmadik injekcié utdn. Amint varhato
volt, a sejtszam szignifikansan magasabb volt, és 24-48 6ra utan érte el a maximumot az
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adjuvansokat kapott csoportokban, a PBS- vagy PG/PBS-injekciokat kapott
csoportokhoz képest, és ezek a szintek soha nem tértek vissza a normal allapotra. A
bearamlott sejtek dontéen neutrofil granulocitak voltak (70-85%), és a neutrofilek
aranya minden vizsgalt idépontban kovetkezetesen a CFA-injektalt csoportokban volt a
legmagasabb. A DDA-val injektalt csoportok peritonealis mosofolyadékjaban a
sejtszam a CFA-injektalt allatok sejtszamanak kb. kétharmada-egyharmada volt a 9-14.
napon. Ezen csoportokban (DDA) a sejtek szinte kizarolag F4/80" makrofagok
(kozépérték = SD: 79 + 11%) és CD3" T sejtek (7.0 + 2.6%) voltak, és a CD4" sejtek
tobb, mint 60%-ka aktivalt allapotban volt (CD4"/CD69"). Tovabba, a peritonealis
mosofolyadékban 1évé CD11c™ aranya és teljes szama (dendritikus sejtek) a
legmagasabb a PG/DDA-injektalt csoportban volt.

11.6. DDA alkalmazasa kollagén-indukalt arthritisben (CIA)

A CIA kezdete nagyfokban hasonld volt a DBA/1 egerek kiilonb6z6 csoportjaiban, de
100 %-os incidencia csak a ClII/DDA-immunizalt egerekben volt észlelhetd a 2. injekcid
utan, a CII/CFA-val injektalt allatokhoz képest szignifikansan magasabb arthritis
pontszdmmal. Az immunizdcié6 mddja (intradermalis versus intraperitoneélis) azonban
az arthritis indukci6 kritikus komponense volt; az incidencia csupan 60%-ot ért el még a
harmadik i.p. CII injekciot kovetben is, fliggetleniil attol, hogy CFA-t vagy DDA-t
hasznaltunk adjuvansként. Megjegyzendd, hogy bar mindkét egértorzs (BALB/c és
DBA/1) immunvalaszt mutatott human PG vagy Cll-vel tortén6 immunizalasra, a
DBA/1 egerekben nem alakult ki arthritis PG/DDA immunizalas utan, és a BALB/c
egerek sem mutattak az arthritis jeleit CII/CFA vagy CIlI/DDA-immunizalast kovetoen.

A LEGFONTOSABB SAJAT EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I. A p135-gs peptid-specifikus limfocitik és T sejt hybridomdk arthritis indukcioban
betoltott szerepének vigsgalata

1. A human porc proteoglikan (aggrekan) T sejt epitdp feltérképezését kovetden, a
human aggrekan G3 doménjében elhelyezkedd, és a “shared epitope”-pal (QKRAA)
na%/fokban homolog szekvencia-motivumot tartalmazd pl35H elnevezésli peptid
(*"*TTYKRRLQKRSSRHP) BALBI/c egerekben egyetlen porc proteoglikan injekciot
kovetden arthritist indukalt. Megjegyzendd, hogy egyetlen injekcid porc proteoglikan
(PG) 6nmagaban arthritist nem képes 1étrehozni.

2. A p135H (human) peptid-specifikus T sejtek keresztreakciot mutattak a p135M
(egér)-specifikus T sejtekkel. A porc PG azonban egyik p135-érzékenyitett limfocita
jellegét.

3. A p135-6s peptid-specifikus nyirokcsomosejtek tobbnyire CD4" és TCRo/p-ak
voltak, és nagymennyiségben termeltek IFN-y-t, jelezve, hogy mind a sajat és nem-sajat
p135-6s peptidszekvenciak T sejtes valaszt valtanak ki BALB/c egerekben, és e
peptidekkel torténd érzékenyités dontéen Thl-es tipusu valaszt indukal.

4. Adoptiv transzfer rendszert hasznalva, a p135H-specifikus limfocitak arthritist
indukaltak “pre-szenzitizalt” SCID egerekben, viszonylag magas incidenciaval és
stlyossagi pontszamokkal. A SCID egerek arthritises iziileteinek hisztopatologiai
jelenségei megkiilonboztethetetlenek voltak a proteoglikan-indukalt arthritis primér és
adoptiv-transzferalt formaitol. Nem tisztazott, hogy a pl35H-(hyper)immunizalt
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BALB/c egerekben miért nem alakult ki arthritis korabban, de valoszinii, hogy a p135H
epitop rejtett jellege lehet ennek oka.

5. Egy pl35H peptid-specifikus T sejt hybridomat (H74/4) alkalmazva
meghatdroztuk a pl135H finomabb epitdp szerkezetét. A 2374-2382 lokalizacidju
amindsavakat (TYKRRLQKR) hataroztuk meg a peptid magrégiojaként. A pl35H-
specifikus H74/4-es hybridoma altali felismerése MHC II-héz kotott volt, mivel a
p135H-t I-EY molekuldk prezentélték. Centralisan elhelyezkedd bézikus aminosavak a
P2 (Tyr), P3 (Lys), P4 (Arg) és P5 (Arg) poziciokban bizonyultak felelésnek a p135 I-
Ehez torténé kotédéséért, mig a P2 (Tyr), P3 (Lys), P6 (Leu) és P8 (Lys)
elhelyezkedésti aminosavak a T sejt receptor altal torténd felismerésben jatszottak
szerepet. A pl35-rektiv T sejt hybridoma a Thl-es alcsoporthoz tartozott, és
kovetkezetesen arthritist indukalt “pre-szenzitizalt” SCID egerekben, bar a betegség
incidencidja és sulyossaga alacsonyabb volt, mint a p135H-érzékenyitett és in vitro-
restimulalt limfocitak altal indukalt esetben.

Il. A dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) és komplett Freund adjuvins
(CFA) adjuvdns hatdsanak osszehasonlitisa proteoglikan-indukdlt arthritisben és
kollagén-indukdlt arthritisben

1. Az Osszesitett immunvalasz (antitest termelés és antigén-specifikus T sejt valasz)
nagyfokban hasonlé volt, ha CFA-t, illetve DDA-t hasznaltunk adjuvansként human
porc proteoglikan beadasanal. Az értékelhetd kiilonbségek az alabbiak voltak:

2. A PG/CFA-val immunizalt egerekben szignifikdnsan magasabb szérum pro-
inflammatorikus citokinszinteket és PG-specifikus IgG1 szinteket mértiink, azonban az
IgG2a szint nem volt magasabb.

3. A PG/DDA-val immunizalt egerekben magasabb antigén-specifikus IFN-y:1L-4
aranyt, ¢és szignifikansan alacsonyabb IgG1:IgG2a aranyt észleltiink, mint a PG/CFA-
immunizalt egerekben, jelezve a Th1/Th2 arany kifejezett eltolodasat egy Thl-es tipust
immunvalasz felé¢ a PG/DDA-val injektalt egerekben.

4. A PG/DDA-érzékenyitett nyirokcsomosejtekben igen magas volt az aktivalt
CD3", CD44™M" sejtek ardnya; az arthritises egerek 1épsejticiben  (de
nyirokcsomosejtjeiben nem) a CD4" sejtek megndvekedett aranya volt megfigyelhetd a
CD8" sejtekhez képest; tovabba szignifikdnsan nagyobb szamu CD4'/CD69" sejtet
észleltiink a PG/DDA-immunizalt BALB/c egerek peritonedlis folyadékjaban.

5. A DDA-t kapott allatokban legalabb 2-4-szeres volt a intraperitonealis térbe
bearamlé makrofagok szdma, nagyobb szamu CD11c™ dendritikus sejttel, de
szignifikansan kevesebb polimorfonuklearis sejttel kisérten.

6. A DDA hasznalata egy sulyosabb formaju és magasabb incidenciaju arthritis
kialakulasat segitette eld, valamint szuboptimalis dozisti porc proteoglikan és 1l-es
tipusu kollagén antigének, és szuboptimalis arthritogén hatasi PG-k (CFA hasznalathoz
viszonyitva) is képesek voltak arthritis indukciéra a nativ immunitds erdteljesebb
aktivalasa révén.
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MEGBESZELES

A proteoglikanrol (aggrekan) kimutattdk, hogy genetikailag fogékony BALB/c
egerekben progressziv polyarthritist indukal. Habar a hattérben rejld mechanizmusok
még nem teljes mértékben tisztazottak, a T sejtek, kiilonosen a CD4" limfocitak
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a betegség inicidcidjaban. Korabbi tanulmanyunk
szamos T sejt epitopot tart fel a human aggrekdn magfehérje részében, amelyek
tobbsége a kisebb fokban glikozildlt G1 doménben helyezkedett el. Erdekes médon,
egy, a human proteoglikan C-terminalis részén 1év6 G3 doménben eclhelyezkedd
epitopnak, ugy tiint, szerepe van az arthritis indukcioban. BALB/c egerek
hyperimmunizéacidja ezen, ZBTTYKRRLQKRSSRHP szekvenciaju  szintetikus
peptiddel (p135H) progessziv polyarthritist indukalt, ha azt egyetlen dézis porc
proteoglikan injekcid beadasa kovette. Megjegyzendd, hogy egyetlen injekcid porc
proteoglikdn nem képes dnmagaban arthritis indukciora.

A pl35H (human) peptid altal reprezentalt T sejt epitop betegség patogenezisben
jatszott kozvetlen szerepének tovabbi vizsgalata céljabol, p135H-érzékenyitett BALB/c
egerekbdl szarmazo pl135H-stimuldlt limfocitdkat transzferaltunk SCID egerekbe. Az
adoptiv transzferalt arthritis SCID egerekben mind a klinikai megjelenést, mind a
hisztopatologiai jelenségeket illetben a proteoglikan-indukalt arthritissel sok
hasonlésagot mutatott, ugymint a synovialis membranban zajlo limfocita/limfoblaszt
proliferacio, pannus képz6dés, synovialis hiperplazia, és az iziileti porc és szubkondralis
csont erozidja. A sejtfelszini markerek expresszioja és antigén (pl35H)-indukalt
citokinprofil alapjan a pl35H-specifikus limfocitdk dontd tobbsége a Thl-es
alcsoporthoz tartozott. Ezen sejtek in vitro keresztreakciét mutattak a human,
szarvasmarha, kutya és sertés, csakligy, mint az egér (sajat) szoban forgod (pl135)
peptidszekvencidival. A human és egér szekvencidk kozott 1évo reakcid egy nagyfoku
epitop “szorodast” (“spreading”) jelez, mely a BALB/c egerekben kialakulo arthritis
immunpatologiai alapjat képezheti.

A p135H (human)- és p135M (egér)-specifikus T sejtek tovabbi karakterizalasa céljabol
p135H- és pl135M-specifikus T sejt hybridomakat generaltunk, és a TCR- és MHC-
kotéhelyek finomabb epitop-specificitasanak meghatarozasara hasznaltuk 6ket. Mig a
p135H- vagy pl35M-specifikus limfocitadk mas fajbol szarmazo p135-6s peptidekkel
keresztreakciot mutattak, csak kevés pl135H-specifikus hybridoma transzferalt arthritist
“pre-szenzitizalt SCID egerekbe, mig a p135M (egér)-specifikus T sejtekbdl szarmazod
hybridomék nem voltak képesek gyulladas indukalasara. Ez a T sejt hybridomék peptid-
stimulaciora bekovetkezd kiillonboz6 citokinprofiljaval és/vagy kiillonb6zo epitdp-
specificitasaval magyarazhatdo. Mig a pl135-0s peptidszekvencia lehetévé teszi a
keresztreakciot a human ¢és egér T sejt populaciok kozott, az individualis hybridomak
epitop-specificitasa szigoruan egyetlen  peptidszekvenciara  korlatozodik.
Tulajdonképpen, minden, ebben a tanulmanyban eldallitott pl35H-specifikus
hybridoma ugyanazt a magszekvenciat és TCR-kotohelyet ismerte fel.

Kilonleges jellegzetessége ennek a T sejt epitopnak, hogy a p135H tartalmaz egy
konzervalt amindsav-szekvenciat (QKRSS), amely feltind hasonldésagot mutat a
“shared epitope”-pal (QKRAA). A “shared epitope” és analdg szekvencidk konzervativ
helyettesitéssel (QK/RRA/SA/S) nagyszamban megtalalhatok protein adatbazisokban,
sugallva, hogy ez a szekvencia motivum meglehetdsen ubiquitaer funkcioval bir.
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy rheumatoid arthritissel (RA) asszocialt bizonyos
HLA-allélek (pl. HLA-DR4/Dw4 és DR9) harmadik hypervariabilis régidjaban jelen
van ez az 5-amindsav hosszlisdgi motivum, €és ezen “shared epitope” jelenléte
progressziv és destruktiv betegség kimenetelt jelezhet. HLA-bo6l szarmazo, a “shared
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epitope”-0t magukban hordoz6 peptidek random modon szelektalhatnak T sejteket,
amelyek a sajat eredetii peptidet alacsony affinitassal kotik. Késobb az élet soran, ezek a
korabban nyugvdé QKRAA-specifikus T sejtek aktivalodhatnak, “shared epitope”-ot
tartalmazo exogén peptidek magas affinitassal torténé megkotése altal.

Nemrégiben valt ismertté, hogy a “shared epitope” potens immunstimulacids ligandként
is miikodik, amely mas sejtekben (pl. dendritikus sejtekben) NO-medialt utat aktival, és
és a T sejt differencialodast az autoimmun betegségek, igy az RA patogenezisében is
szerepet jatszo T sejt alcsoport, a Th17-€s sejtek irdnyaba polarizalja.

Erdekes moédon, gyakori human kérokozokban talalhatd fehérjék, mint az Escherichia
coli (Dnal hdsokkfehérje), Lactobacillus lactis és Brucella ovis (DnaJ hésokkfehérje),
¢s Epstein-Barr virus (gpl10 fehérje) is expresszaljak nagyfokban immunogén
fehérjéikben a “shared epitope”-ot, és szamos, ezen antigénekre adott immunvalasz
detektalhatd RA-ban szenvedé betegekben. Ezenkiviil, adatbazisban torténé keresés
feltarta, hogy a pl35H peptid nagyfoki szekvencia hasonlosagot mutat (76%;
TTYKRR—RSSR) a human JC polyomavirus VP3 kapszidproteinjével; ezen virus
sz¢éleskortien elterjedt a human populacidoban, és a progressziv multifokalis
leukoencephalopathia etiologiai tényezdje. A virus a gyermekeket tiinet nélkiil betegiti
meg, majd latensen jelen van a vesékben, tonsillakban és kozponti idegrendszerben, és
jelentés T sejt dysfunkciot okozva reaktivalodhat a késdbbiekben. Ezek a szekvencia
adatok azt sugalljak, hogy immunologiai keresztreakcio 1étezhet bizonyos RA-asszocialt
HLA-allélek, a fent nevezett humdn koérokozok immunogén fehérjéi és a human porc
proteoglikan p135H elnevezésii T sejt epitdpja kozott. A pl135H peptid és a “shared
epitope”-ot tartalmazd valtozata, a p135H-AA kozott valoban nagyfoku kereszt-
reaktivitast észleltiink.

Az immunrendszer id6nkénti, nyalkahartyakon at torténd expozicidja ezekkel a
bakterialis vagy viralis antigénekkel, a nyugvdo QKRAA-specifikus T sejtek
aktivaciojahoz vezethet, majd ez a T sejt aktivacio allandosulhat a “shared epitope”-ot
tartalmazé sajat eredeti peptidekkel torténd talalkozas révén. Hogy ezen limfocitak
miért vandorolnak a periférias iziiletekbe, nyitott kérdés marad, és az iziileti célponttal
bird patogén autoimmun folyamatot még részben homaly fedi. Vonzo6 feltételezes
azonban, hogy a human porc proteoglikanban 1évé pl35H szekvencia a “shared
epitope” homolodgjaként szolgalhat, a QKRAA-reaktiv T limfocitak iziilet-specifikus
“homing”-jaért lehet felelds, és részt vehet az RA-ban zajlé autoimmun folyamatok
iniciaciojaban (1d. az abrat).

Az arthritishez tarsult porcdegradacio {6 jelensége az aggrekanvesztés. Az aggrekan G3
doménjének Gregedéssel Osszefliggd elvesztése is ismert azonban; a G3 domén 92%-ka
elveszik a normalis proteoglikdn turnover sordn, mig a molekula maradék,
hialuronsavhoz kotott része a porcban marad. Az aggrekan C-termindlis farka hasitodik
le eldszor, és a konszenzus szekvencidk két, egymas utdn elhelyezkedd részlete
(RRXXK és RXXR) involvalt a legkorabbi hasitisban. Erdekes modon, mindkét leirt
hasitasi hely a p135H peptiden beliil talalhaté (TTYKRRXXKRXXRHP). igy tehat a
normdlis turnover vagy a G3 domén megndvekedett proteolitikus folyamatai
kovetkeztében (pl. gyulladds vagy porcsériilés miatt) szignifikans mennyiségii p135H
valhat szabadda az iziileti porcbdl, hogy azutan az iziiletben az immunrendszer szdmara
exponalddjon (1d. az abrat).

Mivel a p135H peptid nagyfoku szekvencia hasonlosagot mutat a “shared epitope”-pal,
molekularis mimikri alapjat képezhetii. A G3 doménben 1évé pl35H peptidet a
QKRAA-specifikus T sejtek felismerhetik, amelyek az iziiletbe migralva, és ott
lokalisan szaporodva, hozzajarulhatnak az arthritis kifejlédéséhez. Ezért feltételezziik,
hogy a G3 domén C-terminalis része szerepet jatszik a T sejtek kezdeti aktivacidjaban,
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majd késébb a molekula tobbi része, beleértve a G1 domént, valik f6 célpontta. Ezt a
folyamatot “epitop szorodasként” (epitope spreading) értelmezhetjiik, vagyis az
autoimmun gyulladas soran neo-epitopok keletkezhetnek, pl. a molekula mas részeinek
citrullinacioja révén, amelyek ezt kdvetden az autoimmun folyamat tovabbi célpontjaiva
valnak; vagy a megnovekedett proteolitikus aktivitds révén, melynek sordn mas
epitopok is exponalddnak az immunrendszer szamara (1d az abrat).

Ebben a tanulmanyban kisérletet tettiink a human proteoglikan G3 doménjének C-
terminalis régidjaban 1évé T sejt epitop, a p135H peptid szerepének tovabbi vizsgalatara
egy kisérletes allatmodellben. A human ¢és egér amindsav-szekvencidk kozotti
kiilonbség, és az epitdp rejtett jellege ellenére, képesek voltunk kimutatni, hogy a
p135H peptid-specifikus limfocitak “pre-szenzitizalt” SCID egerekbe torténd transzfere
arthritis gyors kialakulasahoz vezetett. Tehat, kozvetlen bizonyitékunk van ra, hogy a
p135H peptid olyan arthritogén epitdpot tartalmaz, melyet az egerek T sejtjei képesek
felismerni, és amely ezeket a sejteket a homolog egér peptidszekvenciat tartalmazo
iziiletekbe vonzza, igy indukalva arthritist.

Ezt megel6zden, azt feltételezték, hogy minden arthritogén epitdép az aggrekan molekula
G1 doménjében talalhato. Tisztitott G1 domén dnmagaban, vagy G1 epitop-specifikus T
sejt vonalak BALB/c egerekben képesek voltak arthritist indukalni, tovabba RA-ban
szenvedd betegek cellularis és humoralis immunvalaszt mutatnak a porc proteoglikan
aggrekan G1 doménjével szemben. Tudomdasunk szerint, ez az els6, a G3 doménben
elhelyezkedd epitopra specifikus T sejtek altal indukalt arthritisrél sz61o jelentés.
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A p135H és DDA feltételezett szerepe a rheumatoid arthritis patogenezisében.

A részletes leirast 1d. a megbeszélésben. Az 4braban hasznalt roviditések: ACPA citrullinalt
protein/peptid-ellenes  antitest, APC  antigén-prezentdlo sejt, CS  kondroitin-szulfat, DDA
dimethyldioctadecylammonium-bromid, G1, 2, 3 az aggrekan 1-, 2-, 3-as szamu globularis doménjei, IFN
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interferon, IL interleukin, KS keratan-szulfat, MHC major histocompatibility complex, OA osteoarthritis,
p135H human p135-6s peptid, RA rheumatoid arthritis, RF rheumatoid faktor, TCR T sejt receptor, TNF
tumor nekrozis faktor.

A tanulmany masodik felében a dimethyldioctadecylammonium-bromid (DDA) arthritis
indukciora gyakorolt adjuvans hatasat vizsgaltuk.

A DDA a lipofil négyértékli aminok csoportjaba tartozik, melyet hatdsos adjuvansként
tobb, mint 35 évvel ezelott irtak le. A DDA-t adjuvansként sikeresen, mellékhatasok
jelentkezése nélkiil alkalmaztak gyermekeknek és varandos ndknek szant vakcinakban.
Széles korben hasznaljdk tovabba kozmetikai 0Osszetételekben ¢és szovetlagyito
szerekben is. A DDA igen potens immunstimulator, kiilondsen negativ toltésii
antigénekkel, erds késoi tipusu hyperszenzitivitasi reakciot provokélva. Hatasos, nem-
irritalé adjuvans, amely a T sejt stimuldcié altal szignifikansan fokozza az antigén-
specifikus B sejt aktivaciot és immunglobulin produkciot. Az autoimmun ragesalo
modellekben a DDA hasznalat kiilonleges elénye, hogy az immunregulaciot a Thl-es
iranyba tereli. A DDA-t adjuvansként eddig azonban egyik rheumatoid arthritis
autoimmun modellben sem tesztelték.

Szamos human autoimmun betegségnek van indukalhaté allatmodellje, melyek
mindegyike genetikailag fogékony ragcsalotorzsek vagy nem-emberszabasa féemlésok
célszerv-specifikus antigénnel és adjuvanssal torténd immunizacidjat igényli. A
modelltdl és fajtol fliggden, 1-4 antigén-tartalmt injekcid sziikséges, és legalabb egy
injekcid komplett Freund adjuvans (CFA)-tartalmu kell, hogy legyen. Tehat a CFA az
autoimmun betegségek ragcesald modelljeiben kritikus komponensnek tiinik a magas
incidencia és stlyossag elérésének indukcidjaban. Ugyanazon antigén inkomplett
Freund adjuvansban (IFA), aluminium-hidroxid gélben vagy szintetikus adjuvansban
torténd hasznalata, vagy elégtelen a betegség indukcidjahoz, vagy az incidencia és
stlyossag az antigén/CFA-indukalt betegséghez képest messze alulmarad. Tehat, a nativ
immunitas (pl. makrofagok, dendritikus sejtek) és T sejtek nem-specifikus aktivacioja
asvanyi olajban 1évé mycobacterialis komponensek, tgymint a muramil-dipeptid,
hdsokkfehérje és trehaldoz-dimikolat révén, Kkritikus komponens az autoimmun
modellekben a sajat antigénekre adott immunreakciok provokalasaban.

Mig nagyszdml adjuvans hasznalhaté allatok immunizdlasdhoz vagy human
vakcinakhoz, eddig a CFA maradt a kisérletes autoimmun modellek legpotensebb
adjuvansa. A CFA haszndlata azonban szdmos mellékhatissal jar, beleértve a
mycobacterialis komponensekre adott immunreakciot is, és mivel nagymértékben
irritdld  Osszetevd, a CFA lokdlis granulomatozus szovetképzddéssel és sulyos
adhéziokkal jaro steril gyulladast okoz, kiilondsen az intraperitonealis térben.

Munkank soran arthritis-fogékony egértorzsekben Osszehasonlitottuk a CFA és IFA
hatasait a DDA-val, hogy betekintést nyerjiink abba, hogy a DDA miként ér el még a
Freund adjuvansoknal is erételjesebb hatést.

Az eddig tesztelt adjuvansok koziil csak a CFA és DDA bizonyult elég hatasosnak
ahhoz, hogy proteoglikannal (PG) vagy ll-es tipusu kollagénnel (CIl) immunizalt
genetikailag fogékony egértorzsekben arthritist provokaljon. A PG-re vagy mas
antigénekre adott humoralis és cellularis immunvalaszt, valamint citokintermelést
tekintve, a CFA egyenértékii, vagy a DDA-nal is hatasosabb adjuvansnak bizonyult, és
a CFA és DDA is szignifikansan nagyobb immunvalaszt és citokintermelést indukalt,
mint a PG/IFA-val torténé immunizacid. A PG/DDA-val immunizalt allatokban az
antigén-specifikus Th1l és Th2 citokinek termelése, ¢s a Th1/Th2 ardny eltolodasa a
Thl-es tipust valasz fel¢, azonban szignifikansan kifejezettebb volt a PG/Freund
adjuvansokhoz képest. A DDA-t kapott allatokban tovabba, legalabb 2-4-szeres volt az
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intraperitonealis térbe bearamlé makrofagok szama, nagyobb szamu CDI1lc’
dendritikus sejttel, de szignifikdnsan kevesebb polimorfonuklearis sejttel kisérten.
Szuboptimalis dozist porc PG-k és szuboptimalis arthritogén hatast PG-k ugyanolyan
hatdsosnak bizonyultak a PGIA provokaldsdban, mint a huméan porc PG; és a
finomitatlan, de megfelelden deglikozilalt porc-extraktum a nagyfokban tisztitott human
porc PG-hez hasonldé modon indukalt arthritist, ha adjuvansként DDA-t hasznaltunk.
Osszegezve, a DDA hasznélata egy sulyosabb formaju arthritis gyors kialakulasat hozta
l1étre, és szuboptimalis dozisu PG vagy CII antigén is elegendé volt a gyulladas
indukcidhoz, a nativ immunitas potensebb aktivacioja altal.

RA-ban tomeges bizonyiték all rendelkezésre a nativ immunitas alland6 aktivacigjat
illetéen, mint ahogy azt a makrofag eredetii citokinek, ugymint a TNF-a, IL-1 és IL-6
folyamatos expresszidja is mutatja. Makrofagoknak az RA patogenezisben betdltott
kozponti szerepét timogatja tovabba az a tény, hogy a konvencionalis terapias szerek,
mint a methotrexate vagy a citokin inhibitorok, a foként makrofagok altali
citokintermelés csokkentése/gatlasa révén fejtik ki hatasukat. A nativ immunitas
arthritis indukcidban jatszott potencialis vagy kritikus Szerepe ugyancsak egybevag
azokkal a tanulméanyokkal, amelyek csak adjuvdnst (nem-specifikus stimulatort)
hasznalnak genetikailag fogékony ragcsalotorzsekben. Az olaj-, pristan- és szkvalén-
indukalt arthritis-szel kapcsolatos munkék megfigyelései, sajat eredményeinkkel egyiitt
felvetik a kérdést, hogy az “adjuvansok™ is szerepet jatszanak-e és/vagy hozzajarulnak-e
az iziileti gyulladas kialakuldsahoz genetikailag fogékony egyénekben. Vajon mikrobék,
kornyezetliinkben talalhaté anyagok (kozmetikumok, mososzerek, ételadalékok) vagy
endogén “sajat” adjuvansok (pl. lipid szkvalén) immunstimulans molekulai okozhatnak-
e vagy hozzéjarulhatnak-e az autoimmun izileti gyulladashoz? Mivel szamos lehetséges
autoantigén (ll-es tipust kollagén, proteoglikan aggrekan, link protein, gp-39 vagy
gliikoz-foszfat-izomeraz) azonosithatd az RA kiilonb6z6 alcsoportjaiban, vonzo
feltételezés lehet, hogy a nativ immunitds nem-specifikus stimuldcidja a betegség
mechanizmusanak kezdeti komponense lehet. Az immunregulaci6 zavara, a
citokin/kemokin termelés, és az iziiletekb6l szarmazo6, vagy azoktol fiiggetlen
autoantigének jelenléte csak kovetkezményes, bar egyértelmiien észlelhetd események
lehetnek a nativ immunitas kezdeti, nem-specifikus aktivacidjanak folyamataban. Mig e
hipotézis relevancidja atfogd tanulmanyokat igényel még, sajat megfigyeléseink egy
artalmatlan anyag adjuvansként torténd hasznalatarol, timogatjak ezt a lehetdséget (1d.
az abrat).

Tanulmanyaink alapjat képez6é tényezdk, egyrészrél a human porc proteoglikan G3
doménjében elhelyezkedd, feltételezett autoantigént képviseld pl35-6s peptid,
masrészrdl pedig a nativ immunitas potens aktivatora, a DDA, a rheumatoid arthritis
iniciacigjaban, fenntartasaban és iziilet-specificitasaban szerepet jatszo két szerepld
lehet, tobbek k6zott.
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