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Bevezetés

Az iziileti porc funkcidja és alkoto6i

A hosszl csontok végeit borito iziileti porc rendkiviil fontos szerepet jatszik az iziiletek normal
funkcidjaban. Rajta keresztiil tortének az erdatvitelt az iziileti felszinek kozott, lehetévé teszi a
szinte surlddas mentes mozgast, egyenletesen szétoszlatja a rahato erdket az egész iziileten beliil és
csillapitja az esetleges nagyobb iitésekbdl szarmazo schockot is. Az emberi porcban a chondrocytak
minddssze 0.4-2%-at teszik ki az Ossztérfogatnak, de szintetizald kapacitdsukkal biztositjdk a nagy
mennyiségli extracellularis matrix termelését és fenntartasat, ezen beliil is a két legfontosabb fehérje

alkotot: a kollagéneket €s a proteoglykanokat.

Proteoglykanok

A proteoglykdnok (aggrecan, decorin, biglycan, fibromodulin) a legnagyobb mennyiségben
jelenlevé nem kollagén tipustt komponensei az extracellularis matrixnak. Ennek a diverz fehérje
csaladnak kozos jellemzdje, hogy a kdzponti magproteinhez glycosaminoglycan (GAG) oldallancok
kapcsolodnak. Az aggrecan (nagy méretli aggregaléodd proteoglycan) a legprominensebb
képviseldje a proteoglycanoknak, mivel mintegy 90%-at teszi ki az dsszproteoglycan tartalomnak a
porcban. Kiilonleges, un. kefe alaku strukturat vesz fel a molekula a térben, molekulatomege eléri a
2-3 milli6 Da-t is, aminek 90%-at a belsd proteinszalhoz kapcsolodo szulfatdlt GAG-ok ¢és az O-,
ill. N-kapcsolt oligoszacharidok teszik ki (1.Abra). Az N-terminalis végén elhelyezkedd globularis
doménen (G1) keresztiil kapcsolodik az aggrecan a hyaluronsavhoz, mig a kiilondsen hossza
kozépso részen (G2 és G3 globularis domén kozott) talalhatdak a GAG oldallancok. Az aggrecan
molekuldk, mint azt a neviikk is sugallja, nagy, akar 200 molekulat is magukban foglald
aggregatumokban talalhatéak nonkovalensen kapcsolodva egy hosszl hyaluronsav szalcsdhoz, mely

kapcsolatot a link protein stabilizalja.
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A porcalkotok immunogenitasa

A porc egyike azon kevés immunoprivilegizalt szdvetnek, melyben, kdszonhetden erdsen
avascularis felépitésének, az alkotok nincsenek kitéve szoros belsd immunolédgiai ‘surveillance’-
nak. Ha azonban a porc degradalodik, gy 1j, specidlis antigén tulajdonsaggal rendelkezd
molekulak szabadulnak ki, s keriilnek azonnal felismerésre az immunrendszer altal. E mechanizmus
az alapja annak, hogy a porc komponensei immunvalaszt triggerelhetnek, ill. tarthatnak fenn
(immunogenitas). Az immuntamadas keresztreakcioé eredménye is lehet, amikor iziilettdl tavol levd
moleukula az események elinditdja (molekularis mimikri). Mindezen autoimmun folyamatok
végeredményeként tovabbi porcdestrukcié alakul ki és mégtobb autoantigén szabadul fel. Ez aztan
egy kronikus, dnfenntartd, gyulladdsos folyamathoz vezethet az arra predisponalt egyénekben. A
porc proteoglycan (aggrecan) egyike azon porcalkotoknak, melyek legnagyobb valosziniiség szerint

oki vagy hozzdjarulé tényezdi ilyen autoimmun betegségeknek (pl. a rheumatoid arthritisnek).



A rheumatoid arthritis és allatmodeljei

A rheumatoid arthritis (RA) egy vildgszerte el6forduld chronicus gyulladasos polyarthritis, mely a
néknél joval gyakoribb eléfordulast mutat. Bar a RA valodi oka még nem ismert, szdmos tény
autoimmun etioldgiat bizonyit. Mind sejt medidlta immunvalasz, mind pedig autoantitest
detektalhatdé RA-ben olyan porcalkotok ellen, mint a proteoglycanok vagy a Il-es tipusu kollagén.
RA-s betegeknél periférias vérbdl kimutathato a proteoglycan ellenes cellularis immunités (5-85%-a
a betegeknek, felméréstdl fiiggden). Hasonld immunreaktivitdst a proteoglycanokkal szemben
juvenilis RA-ben is leirtak, RA-s betegek synoviumabol pedig immunreaktiv proteoglycan
fragmentumokat mutattak ki. Spondylitis ankylopoeticaban is talaltak sejt mediadlta immunvalaszt
proteoglycanok ellen.

Az iziileti gyulladasok kisérletes allatmodelljei (pl. adjuvans indukalta arthritis, kiilonb6zd
antigén indukalta arthritisek, kollagén indukélta arthritis, proteoglycan indukalta arthritis, stb.)
fontos elorelépést jelentettek a human betegség lehetséges mechanizumsainak vizsgalataban,
valamint esetleges therapias szerek kifejlesztésében. Munkdm sordn a proteoglycan indukalta

arthritisszel dolgoztam legtobbet.

Proteoglycan indukalta arthritis (PGIA)
Ha arra hajlamos egértorzseket (BALB/c, C3H/HeJCr) human porcbdl eldallitott proteoglycannal
immunizalunk az egerekben progressziv polyarthritis alakul ki. Az elvéltozds minden ndstény
BALB/c egérben kialakul, ha foetalis vagy 0jsziilottekbdl szarmazd proteoglycant hasznalunk az
immunizalashoz, Freund féle adjuvanssal emulzifikalva.

Ez az egérmodell szdmos hasonlosdgot mutat a human RA-szel ¢és a spondylitis
ankylopoeticaval. Ezt bizonyitjdk a klinikai adatok, a radiologiai képek, szcintigrafids csont
elemzések, €s a hisztopathologiai vizsgalatok az iziiletek, ill. a gerinc teriiletén. Az immunizalashoz

hasznalt human proteoglycan ellenes antitestek az immunizalds masodik-harmadik hetén jelennek



meg. A proteoglycan ellenes T sejtes valasz az 6ttdl a hetedik héten jelenik meg, s a humoralis és
cellularis immunitas a betegség chronikussa valasaval valamelyest csokken.

A T sejtek, kiilondsen a Th sejtek kritikusnak tlinnek az arthritis indukcidjaban. A Th sejtek
Thl sejtek interleukin IL-2-t, interferon (IFN)-y-t és tumor necrosis factor (TNF)-B-t, mig a Th2
sejtek inkdbb IL-4-t, IL-5-t, IL-10-t és IL-13-t termelnek. A Thl tipust cytokinek az arthritis és

gyulladéas fellangoldsdban vesznek részt, igy pro-inflammatorikusnak tartjdk o6ket, mig a Th2

tipusuak inkabb anti-inflammatorikusnak imponalnak.

2.Abra PGIA makroszképos megjelenése. Normal (A) és arthritises (B) hatsé 1ab BALB/c egérben.

A Kkisérletek céljai

Az éltalam elvégzett munka célja az volt, hogy nagyobb ralatasunk legyen a PGIA-ban lezajlo
pathologias folyamatok mogott allo immunologiai hattérre, valamint, hogy megértsiik a betegség
vizsgaljunk meg és probaljunk ki, melyekkel befolyasolhatjuk a betegség lefolyasat. Mindezeket
annak reményében tettiikk, hogy eredményeinkkel hozzajarulhatunk egyes human autoimmun

crer

kutatasokhoz.



1. Fejezet

T és B sejt ujjaéledés SCID egerekbe torténo arthritis transzfer esetén.
Az autopathogén CD4" Th1 sejteknek alapvet6 az antigén specifikus aktivacié

syngenikus rendszerben.

Journal of Immunology 2002, 168:6013-6021
Bevezetés
Szamos eredmény indikalja ma mar, hogy a CD4" T helper (Th) sejtek fontos szerepet jatszanak a
PGIA-ban. Mig a CD4" T sejtek legfontosabb funkciéjanak az arthritis indukciot tartjak, az egér
sajat PG ellen termelt antitestek, ill. a B sejtek szerepe itt még nem teljesen tisztazott. Ami eddig
biztosan tudott, hogy nagyon specifikus kooperacié sziikséges az antigén-stimulalt CD4" Th1 és a B
sejtek kozott a betegség kifejlodéséhez.

A T sejt homeosztazis fontos szabalyzdja az immunrendszernek, amely fenntartja az egyensulyt
a periférias T sejtek szdmaban és egymas kozotti ardnyaban. A homeosztatikus polyklonalis T sejt
proliferacié (az eredeti T sejt pool helyreallitasa céljabol) sulyos lymphopenids allapotokban fordul
elé, mint amilyenek irradiacid, chemotherdpia utan jonnek létre, vagy éppen a mi esetiinkben
amikor kis szdmu lymphocytat visziink at stlyosan immunhidnyos egerekbe (nu/nu vagy SCID).
Egészen kis szami T sejt csak akkor képes tjra populdlni az Osszes lymphoid szervet, ha
syngenikus koriilményeket biztositunk, mivel ebben az egy esetben biztositott csak a széles
spektruma a sajat MHC altal presentalt sajat peptid ligandoknak, melyeket az ehhez passzold T sejt
receptorok felismernek. A PGIA transfere BALB/c egerekbdl SCID egerekbe tehat mind az MHC,
mind pedig a nem MHC kapcsolt gének szintjén is idedlis rendszernek tlinik arra, hogy T sejt
populécid helyredllasat vizsgéaljuk esetiinkben egy T sejt mediadlta autoimmun betegséggel

kapcsolatban.

Eredmények

PGIA traszfer SCID egerekbe lép sejtek hasznalataval
Annak érdekében, hogy letesztelhessiik, az arthritises allatok 1épsejtjei milyen koriilmények mellet

képesek atvinni az arthritist SCID egerekbe arthritises ill. normal BALB/c egerekbdl szadrmazo



(donor) Iépsejteket injektaltunk SCID egerekbe kiilonbozd tisztitast, ill. depléciot kdvetden, ko-
injekciokkal, ill. in vitro stimuldlds utan. Kisérleteink eredményeit az I. Téablazat Osszegezi.
Egyértelmiivé valt, hogy az ‘arthritises’ sejtek mellet PG co-injekciora vagy in vitro PG
stimuldcidra volt sziikség a sikeres transzferhez. Az atvitt arthritis klinikai megjelenésében ¢és
histopathologiajaban is teljesen megegyezett a primer PGIA-szel a donor allatban. Ezen tilmenden
sajat (egér) proteoglycannal is képesek voltunk a transzferdlt sejteket arthritis létrehozéaséara
serkenteni, ami az elsd kdzvetlen bizonyitéka annak, hogy az egér PG lenne a végsd célmolekula

autoimmun arthritisre hajlamos egerekben.

Donor sejtek Donor Co-injekciod Arthritis Maximum
BALB/c sejtek In vitro donor sejtek  eléforduldsa  kummulativ
egerekbdl depletalasa stimulacid mellett (arthrit./total) sulyossag (SCID)
Naive (nem immuniz.) - - hPG 0/10 -
OV A-immunizalt - - hPG 0/10 -
Arthritiszes - - - 0/24 -
Arthritiszes - - hPG 36/36 12.1£1.8
Arthritiszes - hPG - 30/30 9.7+2.7
Arthritiszes - - mPG 16/16 11.3£2.9
Arthritiszes - Con A - 0/20 -
Arthritiszes - LPS - 0/21 -
Arthritiszes - Con A+LPS - 0/15 -
Arthritiszes B sejtek - hPG 21/21 14.2+2.8
Arthritiszes T sejtek - hPG (1x) 0/8 -
Arthritiszes T sejtek - hPG (2x) 18/18 10.0+£3.1

- : nem tortént; hPG: human porc eredetii proteoglycan; mPG: egér porc eredetii proteoglycan;

OVA: ovalbumin; Con A: concanavalin A; LPS: lipopolysaccharide

I. Tablazat Arthritis eléfordulasa transzferralt SCID egerekben



Antigén specifikus T sejt valasz, antitest termelés a recipiens SCID egerekben; T és B sejt deplécio
hatdsa az arthritis transzferre

Azt talaltuk, hogy antigén (PG) specifikus T sejt valasz és antitest termelés csak arthritises
egerekben volt detektalhatd, €s leginkabb a betegség megjelenésével, annak sulyossagaval korrelalt.
Becsléseink szerint a PG specifikus T sejtek szama mintegy négyszer magasabb volt az arthritises
SCID egerekben, mint a donor arthtitises BALB/c egerekben, azt sugallva, hogy antigén specifikus
T sejt expanzionak kellett torténnie a recipiens SCID egerekben.

Annak érdekében, hogy megvildgitsuk a kiillonb6zé immunsejtek szerepét a betegség
kialakuldsédban T, ill. B sejt depletalt donor lymphocytakat injektaltunk recipiens SCID egerekbe.
Azok a SCID egerek, amik B sejt depletalt donor T lymphocytakat kaptak a transfer sordn minden
késedelem nélkiil valtak arthritiszesekké. Ez a sejtszuszpenzié minddssze 0.5-1% CD45R/B220°
sejtet tartalmazott, mégis a B sejtek aranya a 12-15%-ot is elérte az arthritiszes SCID egerekben a
kisérletek végére (49. nap). Ezzel szemben, amikor T sejt depletalt donor lymphocytakat
transzferaltunk PG co-injekcioval egyetlen SCID recipiens sem mutatott arthritises jeleket a 10
hetes megfigyelés végéig. Annak eldontésére, hogy az igy atvitt igen kis T sejt populécio
rendelkezik-e arthritogenikus potencidllal az ezt kovetd kisérletekben addiciondlis 100 pg PG
antigén dozist kaptak a recipiensek a 21. napon. Ennek hatasara minden SCID egér amelyik T sejt
depletalt lymphocytakat kapott arthritiszes lett 5-12 napon beliil. A CD3" T sejtek aranya a 7. hét
végére itt elérte a 7-10%-ot. Meglepd mddon ezen T sejteken beliil 92-96%-0s ardnyban voltak
jelen a CD4" sejtek. Intracellularis cytokin mérésekkel azt is megallapitottuk, hogy az arthritiszes
SCID egerekben a Thl sejtek ardnya joval magasabb volt mint a donor arthritises BALB/c
egerekben, valoszinlisitve azt, hogy PG specifikus szelektiv Thl sejt proliferacio tortént a recipiens

SCID egerekben.



A PG specifikus antitest termelés T sejt fiiggo és korrelaciot mutat az arthritisszel
Az altalunk talélt egyik legvaratlanabb eredmény az volt, hogy a PG ellenes antitestek teljesen
hianyoztak azokban a T sejt depletalt sejtekkel (vagyis B sejtekben dusitott sejtekkel) transzferalt
SCID egerekben, amik csak egyszer kaptak PG antigén injekciét. A masodik antigén injekcid
hatasara a ti1é16 CD4" T sejtek nagyfoku expanzion mentek 4t a CD8" T sejtek proliferacioja nélkiil
(2. Abra). Ezt kovette a PG ellenes antitestek termelése is. Ezen adatok azt sugalljik, hogy a B
sejtek mellett fontos, hogy a CD4" sejtek (valésziniileg Thl sejtek) is megfelelé szamban legyenek
jelen és kooperaljanak az arthritis indukcidjaban. Az antitest produkci6 teljesen visszaallt B sejt
depletalt egerekben a 8-12-ik napra a transzfert kovetéen. Magyarazatként azt vartuk, hogy rapid B
sejt felépiilést talalunk a hattérben, de az aramlasos cytometriai analizis ezt nem igazolta (2. Abra).
Pathogén CD4" Thl sejtek ujraéledése extrémen kis sejtpopulaciobol egy autoimmun transzfer

szisztémaban tejesen Uj megfigyelésnek szdmit, mivel a korabban elvégzett transzfer kisérletek
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2. Abra Lymphocytak tjraépiilése az arthritis kialakulasa soran SCID egerekben.
A grafikonok 0sszegzik a SCID egerek peripherias vérébdl mért aramlasi cytometriai adatokat a

CD4" (A), CD8" (B), és B sejtek (C) helyre allitd szaporodasaval kapcsolatban (ill. a 1épben a 49.
napon). SCID egerek vagy nem szeparalt (-A-), vagy B sejt depletalt (-O-), vagy pedig T sejt
depletalt (-m-) lymphocytakat kaptak arthritikus donor BALB/c egerekbdl PG antigénnel egyiitt. A

nyilak jelzik a sejttrnaszfer, a nyilhegyek pedig az antigén transzfer napjat (csak a T sejt depletalt

esetekben kaptak kétszer antigén injectiot).
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2. Fejezet

A folyamatos nazalis antigén bevitel kritikus jelentdségii a tolerancia

fenntartasahoz SCID egerekbe transzferalt autoimmun arthritis esetén

Clin Exp Immunol 2002, 129:224-232.

Bevezetés

Napjainkban a legigéretesebb therapias megkozelitése az autoimmun betegségeknek az, amikor
antigén specifikus immunszupressziét hozunk létre, nem befolydsolva ezzel az egész
immunrendszert, mégis szignifikidnsan csokkentve az antigén specifickus T sejt klonok aktivitasat.
A mukozalis tolerancia egy fizioldgidsan is el6forduld tiinemény, amely megakadalyozza a
felesleges és Onveszélyes immunreakciot olyan ‘veszélytelen’ antigének ellen, mint pl. az ételek
protein komponensei, vagy pl. a levegében talalhat6 pollenek vagy porszemcsék.

Annak megallapitdsara, hogy tudunk-e nazélis toleranciat indukalni PGIA-ben BALB/c
egereket immunizaltunk PG-vel. Egyidejlleg nazalis PG kezelést is adtunk az egész kisérlet
iddtartama alatt, és arthritisre monitoroztuk az egereket. Ezutan lymphocytakat transzferaltunk PG-
vel tolerizalt, ill. nem tolerizalt donor BALB/c egerekbdl MHC kompatibilis SCID egerekbe. Ez a
transzfer lehetové tette, hogy 1j aspektusbol is megvizsgaljuk a nazalis szupresszido mikodési elvét

¢s megallapitsuk a létrehozasahoz, ill. fenntartasahoz elengedhetetlen feltételeket PGIA-ben.

Eredmények

Nazalis tolerancia kialakitasa PGIA-es BALB/c egerekben

BALB/c egereket intranazalisan porcbol kivont PG-nal (10 vagy 100 pg), ovalbuminnal (OVA -100
pg) vagy vehiculummal (PBS) kezeltiik intranazalisan négy egymast kovetd napon 10 nappal az
immunizalas megkezdése eldtt, majd fenntartds céljabol ugyanezen dozisokat hetente adtuk az

allatoknak. A kontrol BALB/c egerek (vehiculummal tolerizalt) 100%-ban arthritiszesek lettek az
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immunizalas hatdsara, mig azon egerek amik 100 pg PG-t kaptak intranazalisan szignifikdnsan

késobb és kevésbé sulyos arthritist mutattak (3. Abra).

Cellularis és humordlis PG ellenes immunvdlasz nazalisan tolerizalt egerekben

Azok az egerek, amik PG-vel intranazalis tolerizacidban részesliltek szignifikansan csokkent T
sejtes valszt mutattak in vitro (mind antigén specifikus proliferacioban, mind pedig IL-2
termelésben). A szérumban az egér PG, ill. a human PG ellenes antitest szintek szoros korrelaciot
mutattak a betegség klinikai megjelenésével. A PG-vel nazélisan tolerizalt egerek szignifikansan
alacsonyabb antitest szintet mutattak mind egér, mind human PG ellen, valamint immunoglobulin

izotipus szintjén az IgG1 és az [gG2a is alacsonyabb volt.

Arthritis és tolerancia atvitele SCID egerekbe

Itt is, korabbi megfigyelésiinknek megfeleléen, csak 1épsejtekkel egyiitt adott PG esetében volt sikeres az
arthritis transfer SCID egerekbe. Annak kideritésére, hogy a nazalisan indukalt tolerancia is atvihet6-e
transzferrel SCID egerekbe PBS-sel, OV A-val ill. PG-vel tolerizalt BALB/c egerekbdl szarmazo 1épsejteket
adtunk be stimulalé PG-vel egyiitt a SCID egereknek intraperitonealisan. Meglepé modon nem volt semmi
kiilonbség arthritis incidencia, sulyossag szempontjabol a tolerizalt, ill. a nem tolerizalt egerek sejtjeivel
transferalt SCID egerek kozott. Ezzel szemben, ha a SCID egerek is kaptak nazalisan PG antigént mar
szignifikans redukciot tudtunk elérni az arthritis silyossagat illetden, tehat a tolerancia atviehtd, de
folyamatos fenntartd6 nazalis adagolas sziikséges. Valoszintisithetd, hogy a transzferrel atvitt lymphocytak
képesek voltak a mucosaba vandorolni és az ottani microkdrnyezet hatasara anergikusak maradni, mig ha ez

az anergizald szignal elmaradt a sejtek proliferaltak, expanzié utan pedig energikussa valtak.



12

(@)

1007 |ntranasal doses I K

—O— PG 100ug
801 —&— OVA100ug
—%— PBS

>
>*
»*

60 -

40

*%

Incidence of arthritis (%)

20

0 2 4 6 8 10
Weeks after the 3rd i.p. PG injection

Cumulative arthritis score

0 2 4 6 8 10
Weeks after the 3rd i.p. PG injection

3. Abra Arthritis incidencia és sulyossag az intranazalis kezelést kapott BALB/c egerekben.
Az é4bran az arthritis incidenciat (a) és akut arthritis sulyossagi pontszamokat (b) mutatjuk a
harmadik PG immuizalast kdvetéen (mint 0. hét van feltiintetve). Szignifikancia szinteket a control

csoporthoz (PBS kezelt) szamoltuk (* p<0.05; **p<0.01; -0-PG 100ug (n=42); -a-OVA 100ug

(n=27); %-PBS (n=42)).
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3. Fejezet
A TSG-6 (TNFa Stimulalt Gén-6) Anti-Inflammatorikus és Chondroprotektiv

Hatasa Egér Kisérleti Arthritis Modelekben

American Journal of Pathology: 2001; 159(5):1711-1721

Bevezetés

A tumor necrosis factor-alpha (TNFa)-stimuldlt gén 6 (TSG-6) egy glikoprotein, melyet
gyakorlatilag minden sejt képes termelni kiilonb6z6 stimulatorikus hatasokra in vitro vagy in vivo.
A mai tudasunk szerint ez a fehérje fontos szerepet jatszik az extracellularis matrix formaldsaban, a
gyulladasos sejtmigracidban, a sejt proliferacioban és az embrionalis fejloddésben.

Mig a TSG-6 nem detektalhato egészséges egyének szérumaban vagy synovialis folyadékaban,
rheumatoid arthritisben szenvedd betegek synoviocytai folyamatosan termelik a TSG-6 fehérjét és a
szérumukban, ill. ritkdbban arthrosisos betegek szérumaban is kimutathato.

A TSG-6 proinflammatorikus cytokinek indukalé hatdsara termelddik a gyulladas helyén és
azonnal szorosan kapcsolodik az inter-a-trypsin inhibitorhoz (Ial) megndvelve annak szerin protedz
inhibitoros képességét kozell 100-szorosara. Ennek megfeleléen a TSG-6 kulcs szerepld lehet a
helyi arthritiszes gyulladdsos folyamatok kontroljaban, mint negative feedback kor.

Azt vizsgéltuk, vajon a TSG-6 szerepet jatszik-e a porcpusztuldsi folyamatok
megeldzésében. Ehhez két kiilonallo kisérleti arthritiszes allatmodelt hasznaltunk. A PGIA-t, mint
arthritis modelt hasznaltuk a TSG-6 szisztémas hatasainak in vivo tanulmanyozasara (I). A térdbe
intraarticularisan adott TSG-6 helyi hatasainak lemérésére az arthritisek monoarticularis formajat

modelezd antigén indukalta arthritist (AIA) hasznaltuk (II).
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Eredmények
A TSG-6 hatasa az iziileti duzzanatra PGIA egérmodelben
BALB/c egereket immunizaltunk human PG-vel és PGIA indkéltunk, majd az akutan arthritises
egereknek 100 pg rekombindns egér (rm) TSG-6-t adtunk intravénasan. Az iziileti oedema a duzzadt
végtagokon dramatikusan csokkent mindossze néhany ora leforgasa alatt (4. Abra). Ezt kovetd
intravénas injekciok tovabb csokkentették az iziileti duzzanatot, bar ezek hatasa mind kevésbé volt
szembetlind, amig szinte teljesen el nem tiint az oedema a gyulladt végtagon. Ezzel szemben a
kontrol csoportban az egerek nem mutattak semmi jelet az oedema csdkkenésére, s6t inkabb enyhe
fokii novekedés volt jellemzd (4. Abra). A hisztologiai kép — a csokkent periarticularis oedémat
leszamolva a TSG-6 kezelt allatokban — nem kiilonb6z6tt a kontrol ill. a kezelt csoportokban.
Hosszatavu vizsgalatok soran megallapitottuk azt is, hogy a TSG-6 nemcsak a gyulladt
végtagokon hat, hanem a még nem érintett ldbakban is megeldzi az arthritis klinikai jeleinek

kialakulasat (duzzanat, borpir)

>
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24
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44_
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4. Abra rmTSG-6 hatasa a gyulladt végtagok oedeméjara.

A két csoportba random moddon vélogatott egerek nagyjabol hasonld stlyossagl arthritisben
szenvedtek, ¢és a kezelés sordn napi 6t alkalommal mértiik a kumulativ iziileti &tmérét. Mindkét
csoport 16 4allatot foglalt magaba négy fliggetlen kisérletben. Az intravénasan beadott
injekciokat nyilak jelzik. A boka és csukl6 iziileteit frontdlis és saggitalis sikban mértiik és a

négy végtag kumulativ iziileti vastagsagat (minden allaton nyolc mérés) mutatja a grafikon.
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A rmTSG-6 és a hyaluronsav kétodésének kompetitiv in vitro és in vivo tesztelése

Annak megitélésére, hogy a TSG-6 oedema csokkentd hatasa a hyaluronsav (HA) leszoritasanak
koszonhetd-e a sejtfelszini CD-44 receptorokrdl in vitro kompeticids assayt végeztiink. A sejteket
HA kotédést aramlési cytometriai analizisekkel. A kapott eredmények azt mutattak, hogy a rmTSG-

6 valdban képes versengeni a CD44-gyel a HA kotohelyekért méghozza dézis dependens modon.

A TSG-6 protektiv hatasa a térdiziiletben antigén indukalta arthritisben

A TSG-6 lokalis chondroprotektiv hatasanak tanulmanyozasara egy adott iziileten belill antigén
indukalta arthritist (AIA) indukaltunk. mBSA-val eléimmunizalt egerek térdiziiletébe 100 ng
mBSA-t adtunk be. Ebben a modelben a késdi tipusti hypersenzitivitasi reakcid egyetlen iziiletre
lokalizalodik, a kontralateralis iziilet mint control szerepel, a porcdegradacié pedig precizen, napi
lebontasban vizsgalhato.

Az intraarticularis antigénre (mBSA) adott legkorabbi immunvalaszt (lymphocyta infiltraci) a
2-3-ik napon detektaltuk és az 5-ik napra valt kifejezetté. Az 6tddik napra a porc PG vesztése is
evidenssé valt az iziileti porc fels6-kozépsd rétegeibdl (safranin-O festés), melynek megfelelden
intenziv akkumlacioét mutatott a metalloproteinazok és aggrecandzok miikddését indikalo, a pore
aggrecan hasitasi helyeinek C-terminalis végén taldlhato VDIPEN és a NITEGE neoepitopok
immunfestése.

A mBSA-val eléimmunizalt egerek térdiziiletébe mBSA-t injektaltunk TSG-6-tal vagy annélkiil.
Minden iziiletben, fliggetleniil attol, hogy csak mBSA antigént vagy TSG-6-t is adtunk be az
izliletbe, azonos erdsségli gyulladasos jelek alakultak ki. Hagyomdnyos histopathologiai
vizsgalatokkal (hematoxylin-eosin festett metszetek) nem tudtunk semmiféle kiilonbséget talalni
ezen két csoport kozott. Ezzel szemben azon egerekben, akik mBSA-t és TSG-6-t is kaptak

intraartikularisan a safranin-O festés intenziv maradt a felsd porcrétegekben is 5-7 napig az
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injekciot kovetden, és az immunhisztologiai metszetek sem mutattak megndvekedett aktivitast.
Tehat egyetlen 100 pg-os rmTSG-6 injekcid (mBSA-val egylitt adva) blokkolta az aggrecan

degradaciojat és tavozasat a porcbol.

Uj eredmények

crer

tobb iziiletet érinté akut és chronikus gyulladdsos manifesztaciok jellemeznek. Legfontosabb
torekvések a kutatdsban, hogy a rheumatoid arthritis pathogenesisét valamelyest jobban megértsiik

PhD munkam soran eldszor az autoimmun arthritis kifejlodését vizsgaltuk egy relative Uj
aspektusbol. Kikisérleteztiink egy arthritis transzfer modelt, ahol a proteoglycan (PG) indukalta
arthritist sulyosan immundeficiens egerekbe (SCID) vittiik at, és az atvitelhez hasznalt tisztitott, ill.
depletalt sejtek ujraépiilését, repopularizacidjat vizsgaltuk a recipiensben az arthritis kialakulasa
soran. Azt talaltuk, hogy a T helper (kiilonosen a Thl) sejtek esszencidlisak a betegség
kialakitdsaban, tovabba a Th sejtek kozponti jelentdséglick az antitest termelésében is. Elsoként
kimutattuk, hogy egér eredetli PG (sajat antigén) is képes arthritist indukalni egérben, tehat nagy
valoszinliség szerint ez a végso célmolekula a PG indukalta arthritisben.

A rheumatoid arthritis kezelésében hasznalt mukozalis tolerizalas II-es tipusu kollagénnel
csak kozepes sikereket hozott a human klinikai kiprobalasok soran, ezért uj erdfeszitéseket kell
tenniink, 0j utakat kell keresni, hogy a mukozalis tolerancia hatasossagat ndvelni tudjuk. Ennek
egyik lehetdsége, hogy 1j porcalkotdkat probalunk hasznalni. Mi azt talaltuk, hogy az intranazélisan
adott PG képes szupresszalni az arthritist egerekben (PG indukalta arthritisben), hiszen a nazélisan
PG-vel kezelt egerek alacsonyabb incidencidval alakitottak ki arthritist, ¢s ebben az esetben is a

sulyossdga elmaradt a kontrol csoportétol. Genetikailag kompatibilis SCID egereket hasznalva
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recipiensként képesek voltunk a létrehozott nazalis toleranciat transferalni, de a folyamatos nazalis
antigén adasa itt is elkeriilhetetlen volt.

Harmadik vizsgéalatunkban a szisztémdésan (intravénasan) és lokalisan (intraarticuldrisan)
hasznalt TSG-6 fehérjér6l allapitottuk meg, hogy kifejezetten erds védd hatdsi a porc
degradacioban, még erdsen gyulladt iziiletek esetén is. Ezen tulmenden, a szisztémésan adott TSG-6
csokkentette az oedemat az arthritis akut fazisdban PG indukalta arthritisben. Meglepé modon a
térbe. Ezen megfigyelések segitségével betekintést nyertiink egy 0j porcprotektiv eljards
miitkodésébe.

Remélem, és hiszek benne, hogy munkdm a rheumatoid arthritis ezen allatmodeljén
keresztiil segitett kozelebbkeriilni a valaszhoz, hogy miért és hogyan alakul ki ez az autoimmun
folyamat és segitségével talan eldbb tudunk majd igazi megoldast nyljtani erre a megmagyarazatlan

betegségre, mely a mai napig oly sok életet nyomoritott meg.
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