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1. BEVEZETES

Koszonhetdéen a csontfelszivodasban és csontatépiilésben betoltott szerepiiknek az osteoclastok és
osteoblastok megszabjak a csont tomegét, szerkezetét és teherbirasat. A csont remodellacié térben zajlo,
¢lethosszig tartd folyamat, amely sordn az eloregedett csontot az osteoclasok eltavolitjak, majd a
csontformal6 osteoblastok potoljak. A lebontds és felépités egyensulyanak felbomlasa amennyiben az
elébbi javara torténik a csonttomeg csokkenéséhez vezet. Ez a csontvesztés lehet generalizalt (pl.:
oszteoporozisban) vagy kortilirt reakcio (pl.: a theuamatoid arthritisben észlelt csontdestrukcié vagy a
periprotetikus osteolysis). A csont felszivodas egy a TNF (tumor necrosis factor) csaladba tartozo
citokin a RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) altal kdzvetitett folyamat, mely
citokin nélkiilozhetetlen az osteoclastok megfeleld képzddéséhez, aktivitdsdhoz és tuléléséhez mind
normdl, mind patologids koriilmények kozott. A RANKL katabolikus hatdsat a TNF receptorok
csaladjaba sorolt OPG (osteoprotegerin) gatolja, amely a RANKL megkotésével annak RANK
receptoraval valé interakcidjat, ezaltal a receptor aktivalodasat gatolja. Igy feltételezhetd, hogy az
osteoclast aktivitdis a RANKL ¢és az OPG relativ egyenstlydnak fliggvénye. Kiilonb6zo
csontbetegségekre alkalmazott allat modelleken végzett tanulmanyok azt mutattdk, hogy a RANKL
gatlasa a csontfelszivodas jelentds csokkenéséhez, valamint a corticalis és a szivacsos csontallomany,
tovabba a csont denzitdas és a csontszilardsag novekedéséhez vezetett. Rheumatoid arthritis
allatmodelljein pedig azt tapasztaltdk, hogy a RANKL inhibitorok a focalis csont defektusok
eléfordulasat is csokkentették. Az endoprotézisek koriil tapasztalt koros csontfelszivodads igen nagy
jelentdségli az ortopéd sebészetben, hiszen a protézisfeliiletek kopdsabol képz6dd finom tormelék
gyulladésos granulomatosus szovet képzddéséhez (interfacidlis membran), majd ezaltal a protézis
kilazuldsahoz vezethet. Rheumatoid arthritisben a gyulladt synoviumbol kiindulo, az iziileti
porcfelszint, marginélis csontrészletet, valamint a periarticularis- és subchondralis csontallomanyt
tamado gyulladasos folyamat vezet focalis csont defektusok kialakuldsdhoz. A fentebb emlitett két
patologias allapot esetén a destruktiv csontfelszivodasi zona koriil képz6dd gyulladdsos szovet szamos
hasonlosdgot mutat. A szomszédos csontdllomanyba betord sejtek tilnyomo tobbsége synovialis
fibroblast, és mindkét szdvetben hasonld pro- és anti-inflammatorikus citokinek detektalhatok. A
valamint a szovetet alkotd sejtek talélésének és szaporodasanak — a synovia-szerli szovet vastagsaga
novekszik, a szoveti matrix pedig tilnyomd részben annak szé€li részein 10-15 sejt réteg vastagsagban
fibroblaszt szeri sejteket tartalmaz. A gyulladt szovetre az angiogenezis fokozodasa is jellemzd,
megkonnyitve ezzel a gyulladdsos sejtek bearamlasat. E patholdgias folyamatok sordn az
osteoclastogenezis, a szabalyozatlan csontképzddés, a granulomatosus szovet képzddése és a
neovascularisatio szimultan, egymadssal atfedést mutatd, ezaltal egymastol kiillon nem valaszthatd

folyamatok. Akar a RA-nek megfeleld allatmodellt, akar a periprotetikus osteolysist tekintjiik, T-sejtek



¢s mas gyulladasos sejtek ritkan lathatoak a csontfelszivodas teriiletén, jellemzoen inkabb fibroblaszt és
macrophag-szerii sejtek, kevésbé gyakran osteoblastok tdltik be a felszivodott csonttertiletet.
Ebben az értekezésben a synovialis fibroblasztoknak a protézis kilazuldshoz és rheumas iziileti

destrukcidhoz vezetd pathologids csontelszivodasban betdltott szerepére fektettiik a hangsulyt.

2. CELOK ES HIPOTEZIS

Azért, hogy bepillantast nyerjiink az arthritikus iziiletekben és a protézis/csont érintkezési feliiletein
lejatszodd patholdgias csontfelszivodas és angiogenezis folyamataiba, €s hogy megértsiik, milyen
szereppel birnak ezekben a folyamatokban - citokin gazdag kdrnyezetben - a synovialis fibroblasztok, a

kovetkezd hipotézis bebizonyitasat tliztiik ki célul.

» Az iziileti destrukcio és protézis lazulds sordan a synovialis fibroblasztok aktivan kozremiikodnek a
csontfelszivodas és neovaszkularizacio folyamataban azaltal, hogy szamos osteoclastogén és angiogén
faktort termelnek. Ezen vegyiiletek jelentos szereppel birnak a rheumatoid arthritis és a periprotetikus

osteolysis koros folyamataiban. «

Célunk elérésc¢hez a kovetketo kisérleteket hajtottuk végre:

I. Vizsgalat: Megvizsgaltuk, hogy a proinflammatikus citokin terapia vagy a kivalsztott citokinek

teljes hianya képes-e modositani az osteoclastogén faktorok (RANKL ¢és OPG ) termelddését
fibroblasztokban

* Eltérd citokin kdrnyezetek l1étrehozasaval, human- valamint egér fibroblasztok alkalmazasaval

in vitro és in vivo kisérleteket végeztiink. Osszehasonlitottuk a RANKL és OPG termel8dését

normal, RA és IFM eredeti human fibroblasztokon in vitro.

e Ugyanezen vizsgalatot megismételtik normdal és arthrititkus egér térdiziiletekbdl nyert

fibroblasztok alkalmazasaval.

* Legvégiil, felhasznalva a proteoglikan indukalt arthritis egér modellt (proteoglycan [PG]-
induced arthritis; PGIA), az in vitro koriilmények soran tapasztaltakat alakalmaztuk in vivo,
méghozza az antiinflammatorikus és antiosteoclastogén IFNy és IL-4 citokinek valamint az

osteoclastogén IL-17 citokin teljes hianya mellett, naiv és arthritkus gén-deficiens allatokban.



I1. vizsgalat: Meghataroztuk a synovialis fibroblasztok és a fibroblasztokbdl szdrmazd ndvekedési
faktorok szerepét a periprotetikus angiogenezisben.
* A masodik vizsgéalat célja az volt, hogy meghatarozzuk a synovialis fibroblasztok esetleges
kulcsszerepét a periprotetikus szovetekben lezajlé angiogenezis folyamataban.
* Ezt a kopasi partikulumok, valamint a proinflammatorikus cytokinek hatdsdra a synovialis
fibroblasztok (Interfacialis és Rheumatoid SF) altal termelt f6 angiogenikus faktorok mérésével

becsiiltiik meg.
3. ANYAG ES MODSZER

3.1.1. Vegyiiletek és citokinek

Minden vegyiilet, amennyiben kiilon nem jel6ltik a Sigma (St. Louis, MO) illetve a Fisher Scientific
(Chicago, IL) cégtdl keriilt beszerzésre. A fibroblasztok kezeléséhez sziikséges human és egér
rekombinans fehérjéket pedig, mint a TNFa, IL-1B, INFy, IL-17 és IL-4 az R&D System (Minneapolis,
MN) vagy a Sigma cégektol vasaroltuk.

3.1.2 Fibroblaszt izolalas és human synovialis kulturak

A fibroblaszt izolalas pronaz és kollagendz emésztéssel tortént. Mind a friss szovetbdl, mind pedig a 7
napos synovialis szdvettenyészetbdl végeztiink fibroblaszt izolalast, a kiilonb6zé széveti mintdkbol
nyert fibroblasztok mennyiségének és életképességének Osszehasonlitasa céljabol. A szétvalasztott
sejtek PBS mosast kovetden 10 cm atmérdju petri csészékbe keriiltek DMEM/10% FBS oldatokban. A
meg nem tapadt sejteket masnap reggel mosdssal eltavolitottuk, a megtapadt sejteket (foként
fibroblasztok) DMEM/10% FBS-ben tenyészettiik. Miel6tt felhasznaltuk a kisérletekhez az egybefiiggd
monolayer fibroblaszt kulturakat 6t sejtpasszdzson keresztiil szaporitottuk, ameddig el nem érték a
~0,7-0,8x10° sejtdenzitast a Petri csészében. A fibroblaszt fenotipust flow cytometria és
immunhisztokémia segitségével igazoltuk CD-90 (Thy-1) monoklondlis antitest segitségével. A
sejtkultirdkat normal, interfacidlis membran vagy reumatoid synovidlis fibroblaszt csoportokba

soroltuk (FLS).

3.1.3 Statisztikai analizis

A csoport atlagok és az atlag standard hiba meghatidrozasahoz deskriptiv statisztikat alkalmaztunk. A
,Pillai’s trace” kritériumokat hasznaltuk a multivaridbilis szignifikancia detektalasara. Ezt kovetden
,2Mann Whitney U”-tesztet hasznaltunk a kisérleti csoportok eredményeinek Osszehasonlitasara. A
szignifikancia hatardnak p<0.05 értéket tekintettilk. Minden statisztikai szadmitast szdmitdégépes

statisztikai software alkalmazaséaval végeztiink. (SPSS/PC+ v 15 SPSS Inc, Chicago, IL).



3.2. A human és egér osteoclastogenesis vizsgalat modszerei (1. vizsgalat)

3.2.1. Egerek, immunizacio, egér fibroblaszt tenyészetek

Minden allatprotokoll az Institutional Animal Care and Use Committee of Rush University Medical
Center feliilvizsgalatdval és engedélyével késziilt. A feln6tt BALB/c egerek a National Cancer
Institute-tol keriiltek megvasarlasra. IL-4”" és az IFN " BALB/c egereket a The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME), a IL-17" BALB/c tipusu egereket Dr. Y. Iwakura (University of Tokyo)
biztositotta. PGIA indukaldsara vad tipust és gén deficiens egerek intraperitonedlis oltasat végeztiik 2-
3 alkalommal, 100pg emberi porcbol szarmazd PG-t (aggrecan) és dimethyldioctadecylammonium
bromide adjuvans (DDA) anyagot tartalmaz6 oltdanyaggal, 3 hetes intervallumokban. A sulyos arthritis
7-10 nappal a masodik PG oltast kovetéen alakult ki az IL-47 egerekben és szamos példanyban az IL-
17" BALB/c egerek koziil. A nonarthriticus, vad tipust és az IL-17" egerek egy harmadik injekciot is
kaptak, csakugy, mint az IFNy” egerek, melyekben viszonylag mérsékelt arthritis alakult ki a harmadik
PG injekciot kovetden. Arthritis mind a vad tipusu, mind a gén deficiens egerekben kialakult, a
gyulladas mértékét szemmértékkel allapitottuk meg. Az azonos korti normal, PG immunizalt vad tipusu
¢s gén deficiens egerek térd iziileteit synovialis fibroblaszt izolalasra hasznaltuk fel, a kordbban a
human mintdknal leirt technikat alkalmazva. A fibroblasztokat 4-5 sejtciklust kdvetéen hasznaltuk fel,
amikor a sejttenyészet tobb, mint 98 %-os synovialis fibroblaszt fenotipust mutatott, ahogy a human
FLS esetében is. SzOvettani vizsgalatra a hats6é labakat formalinnal fixaltuk, decalcifikaltuk és

paraffinba agyaztuk.

3.2.2. A synovialis fibroblasztok citokin kezelése

A szérummentesitett, egybefiiggd fibroblaszt tenyészetet 5% FBS tartalma DMEM oldatban taroltuk
24 o6raig. A médiumot ezt kovetden eltavolitottuk, helyére a megfeleld citokin Osszetételii (elézetes
human és egér egészséges illetve arthritikus fibroblaszt tenyészeteken végzett kisérletek soran
meghatdrozott ) médium kertilt.

A human ¢és egér FLS sejtek citokinekre adott valaszat TNFa (1.25-10 ng/ml), IL-14 (0.2-5 ng/ml),
IL-4 (2-10 ng/ml), IFNy (1-15 ng/ml), és IL-17 (25-100 ng/ml)segitségével vizsgaltuk, dozis és idd
figgvényében. A végsd vizsgalatokban TNFa (1.25-10 ng/ml), IL-14 (0.2-5 ng/ml), IL-4 (2-10
ng/ml), IFNy (1-15 ng/ml), és IL-17 (25-100 ng/ml) hatasat vizsgaltuk énmagukban vagy 5 ng/ml IL-4
vagy 5 ng/ml IFNy-val kombinacidban.



3.2.3. RNS izolalas, komplemeter DNS szintézis (cDNS) és real-time kvantitativ polimeraz lanc
reakcio (QRT-PCR)

RNS izolalast human és egér synovialis fibroblasztokbol végeztiink TRIzol reagens segitségével a
gyart6d protokolljanak megfeleléen. Az izolalt RNS mennyiségi meghatdrozasahoz RiboGreen kitet, a
mindségi meghatarozashoz formamid agar6z gél elektroforézist haszndltunk. A RANKL, OPG,
GAPDH real time kvantitativ PCR analizise fibroblasztokbdl szarmazo, reverse transzkriptaz altal atirt
RNS segitségével tortént TagMan Gene Expression Assay alkalmazéasaval. A ¢cDNS sorozathigitasat
1:1 aranyu higitastol 1:8 aranyt higitasig végeztiilk, majd a sokszorositdshoz GeneAmp Fast PCR

Master Mixet hasznéltunk. Minden mintanal a GAPDH normalizal6 gént hasznaltuk referencianak.

3.2.4. RANKL, OPG protein és citokin enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalata (ELISA)

Human és egér fibroblaszt tenyészetek kondicionalt médiumaban, egér szérumban, valamint egér
mancs extraktumokban mértiink szolubilis RANKL (sRANKL), OPG, TNFa, IL-15, IL-6, IL-17, IL-
4,¢s IFNy citokineket DuoSet ELISA Kit-ek (R&D System) alkalmazasaval, a gyartd utasitasanak
megfeleld moédon. Miutdn szdmos kereskedelmi forgalomban 1évé ELISA kit szenzitivitasat és
specificitasat teszteltikk, a human sRANKL ELISA kit a BioVision cégtdl keriilt beszerzésre. A
RANKL, OPG ¢és citokin koncetraciot (ng) 1 millié fibroblasztra, a szérumok esetén ng/ml, az egér
mancs extraktumok esetén ng/mg-os mennyiségben adtuk meg. A SRANKL/OPG mennyiségét cross-
capture ELISA technikéval vizsgaltuk, vagyis OPG capture antitesthez SRANKL detekcids antitestet
hasznaltunk ¢és forditva. Kb. 8-10% OPG ¢és 50% sRANKL-ot talaltunk komplexben.

3.3 A human angiogenezis vizsgalatinak modszerei (I1. vizsgalat)

3.3.1.Explantacios tenyészetek és kondicionalt médiumok

A szdvetmintak 5-20 perccel az eltavolitast kdvetden steril DMEM tépoldatban kertiltek a m{itébdl a
laboratoriumba. A mintakat szérum mentes DMEM oldaban apré darabokra (2-4 mm®) vagtuk,
atmostuk, ezt kovetéen a szovetmintakat tenyésztésre, RNS és fibroblaszt izolalasra és szovettani
vizsgalatokra osztottuk szét. Nagyjabol 0,5 g tomegli synovialis vagy interfacidlis membranbol
szarmaz6 szovet keriilt tenyésztésre 2,5 ml DMEM oldatban, mely 5% endotoxin mentes FBS-t,
antibiotikus/antimikotikus oldatot tartalmazott, 50 ug/ml gentamycinnel kiegészitve. A mintakat 12
lyuku edényekbe osztottuk szét, az alkalmazott médium 90 %-at 7 napig naponta cseréltiik. A naponta
ledntott médiumot lecentrifugaltuk 2500 g-vel 10 pecig, majd késobbi citokin assay végzése céljabol —
20C°-on taroltuk az explantacio szovetkultirak elkésziiltéig. A szovetminta nélkiili 5 % FBS tartalmt
DMEM-et (médium kontroll) 24 o6ran kersztiil 37C°-on inkubdluk, majd lecentifugalast kdveden

taroltuk a fent emlitett médon. Ugyanazon betegpopuldciokat, szoveteket, explantacios szoveteket,



fibroblaszt kulturdkat alkalmaztunk, mint a RANKL/OPG expresszios és in vitro osteoclastogenezis

vizsgalatok esetén.

3.3.2.Specifikus protein termékek detektalasa ELISA mdédszerrel

Kondiciondlt médiumokat gytijtottiink 6-96 ora kozott. Mind a szdveti, mind a kezelt és kezeletlen
fibroblasztok médiuma Osszegyljtésre keriilt, ELISA analizis végzése céljabol. A médiumokat
Osszegyljtést kdvetden centrifugaltuk, és az aliquotokat - 70 C°-on taroltuk. TNF-a, IL-1, MCP-1, IL-
6, IL-8, TGFB1 és VEGF meghatarozas tortént ,,capture ELISA” technikaval.

3.3.3. Fibroblaszt izolalas, a tenyésztés koriilményei, kezelés és médium szétvalasztas

Fibroblaszt izolalast végeztiink normal iziiletbdl szdrmazo6 synovialis szovetekbdl, illetve periprotetikus
interfacialis membranokbdl a korabban ismertetett modon. A fibroblaszt tenyészetek médiumat heti 2
alkalommal cseréltiik, a tenyésztést 0,7 x10° sejt denzitasig végeztiik 10 cm atmérdjii Petri csészékben.
In vitro kisérletekhez a fibroblaszt tenyészeteket 6-7 sejtpasszazst kovetden hasznaltuk. A fibroblaszt
tenyészeteket kiilonbozd vegyiiletekkel eldkezeltiik, a gatld koncentraciok meghatarozasa eldzetes
vizsgalatokkal tortént. A transzkripcidé gatlasara Actinomycin D (2pg/ml), a protein szintézis ¢és
transzlacié gatlasara cyclohexamide (10pg/ml), a frissen szintetizalt fehérjék endoplazmatikus
retikulumbol, a Golgi komplexumba torténd tarnszportjanak magakadalyozésara brefeldin A (1 pg/ml),
a szintetizalodo fehérjék Golgi komplexumbol torténd kidramlésanak gatlasdra monesin (2ug/ml), a
citoszkeleton destabilizalasa révén a fagocytodzis gatlasra pedig cytochalasin D (0,5 pug/ml) kertilt
felhaszndlasra. A fibroblasztokat a fent emlitett vegyiiletekkel 6 oOran 4at elkezetik kontroll
médiumban ( DMEM ¢és 10% foetalis marha szérum), majd a médiumot a gatld anyagot az eredeti
koncentracioban tartalmazo friss DMEM-re és CM- IFM-re cseréltiik titanium partikulumokkal vagy

azok nélkiil.

3.3.4. RNS izolalas és ,,RNase protection assay” ( RPA)

A friss (kb. 0,2-0,4 g) és a 7 napig tenyésztett szovetmintdkat polytron homogenizatorral
homogenizaltuk. RNS izolalas TRIzol reagens segitségével tortént a kordbban ismertetett modon.
Szintén Trizol reagenst haszndltunk a fibroblaszt kultirakbol torténd totdl RNS izoldlasahoz a
kezelések elott illetve utan. Az RPA-t 8 pg RNS alkalmazasaval ,,Roboquant Multiprobe
RNaseProtection assay” rendszerrel végeztilk a gyartd utasitdsa szerint. Miutadn kivalsztottuk milyen
kereskedelmi forgalomban 1évé citokin, kemokin és novekedési faktor templatokat tudunk hasznélni,
tovabbi 5 rendelésre késziilt RPA templatot véasaroltunk a BD Pharmingen/Bioscience cégtél. A
rendelésre készitett #65184 templat kiilonbdzd angiogenikus faktorok, igy a RANTES, IP-10, COX-1,
COX-2, bFGF, FGF-R, IL-8, Angioprotein-1, VEGF ¢és c-myc kimutatdsara késziilt. A #65238 templat
a IL-12, GM-CSF-Ra, aFGF, IL-6Ra, M-CSF, IL-6, LIF, TIMP-1 és TIMP-2 abrazolasara alkalmas, a



#65184-0s templat pedig a humén TNF-a, IL-1RI, IL-4, MMP-1, IFN-y expreszzidjanak mennyiségi

meghatdrozasara alkalmas.

3.3.5. VEGF izoformak detektalasa Western blot hibridizacioval

Az aktivalt fibroblaszt kultirdk 4altal termelt szolubilis VEGF izoformdk, mint a legpotensebb
angiogenikus faktor, detektdlasahoz az Osszegyijtott szovettenyészet médiumokat 10%-os sodium
duodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gélre (PAGE) t6ltottiik. A nem sekretalt és/vagy membranhoz
kotott VEGF kimutatdsdhoz a kezelt és kezeletlen sejteket jéghideg proteaz inhibitorkat (1 mM
phenylmethylsulfonyl fluorid és 1 U/ml aprotinin), foszfatdz inhibitorokat (50 mM NaH,PO4, 10 mM
Na-pyrophosphate, 50 mM KF, és 1 mM Naz;VO,) és 0.1% NaNs-t tartalmazo lizis pufferben lizaltuk 4
C°-on 1 oran keresztiil. A sejt lizatumokat centrifugalassal tisztitottuk, majd sdvonként 15 ng proteint
valasztottunk szét 10%-os SDS- PAGE segitségével redukald kozegben. A fehérjéket nitrocelluloz
membranra vittiik fel, a mebrdnokat 1%-os zsirmentes tejjel blokkoltuk, majd VEGF elleni
monoclonalis antitesttel vagy egér polyklondlis antitesttel kezeltiik. Rekombindns human VEGF-et
hasznaltunk kontrollként, a lejatsz6dd immunreakciokat a novekevOd kemilimuneszcencia alapjan

mutattuk ki.

4. EREDMENYEK

4.1. Human szinovialis fibroblasztok RANKL és OPG expressziojanak és regulaciojanak

vizsgalata (I. Vizsgalat)

4.1.1. Normal és rheumatoid human szinovialis fibroblasztok RANKL és OPG Kkibocsatasa
proinflammatorikus citokin kezelések hatasara

Szamos tanulmény igazolta, hogy a human synovialis fibroblasztok kiilonb6zd proinflammatorikus
citokinek, mint példaul TNF a, IL-1p3, vagy IL-17 hatasara a sejtfelsziniikon RANKL, a konyezetiikbe
pedig mind RANKL mind OPG termelésével reagalnak. Els6ként végeztiink szisztemetikus RANKL és
OPG expresszid meghatarozast, dozis és ido fiiggvényében, 2 fiiggetlen huméan és 3 rheumatoid
fibroblaszt populécion. A RANKL és az OPG gén expressziot kvantitativ real time PCR segitségével, a
protein koncentraciokat ELISA moddszerrel hatdroztuk meg. A dozis-fiiggd vizsgalataink soran azt
tapasztaltuk, hogy a TNFa hatdsa Sng/ml, az IL-1f hatasa pedig 1 ng/ml-es koncentracio6 esetén érte el
a platot. Ezen citokin koncentracidkat hasznaltuk fel az id6 fiiggvényében végzett vizsgalataink soran.
Egyéb citokinek koncentracioit azonos modszerrel vizsgéaltuk meg, ahogy az Anyag és Modszer
fejezetben targyaltuk 5 ng/ml IL-4, 5 ng/ml IFNy, és 25 ng/ml IL-17 keriilt alkalmazasra minden

tovabbi humén synovialis fibroblaszttal végzett kisérletiink sordn. A rheumatoid arthritises



synoviumbol szarmazé fibroblasztok kovetkezetesen tobb RANKL-t és OPG-t expresszaltak, mint a
normal synoviumbdl szarmazd fibroblasztok ugyanolyan dozist TNFo vagy IL-18 hatisara. 72 6ra
elteltével az RA synovialis fibroblasztok altal termelt RANKL és OPG termelddés kett6-négyszer
magasabb volt a normal synovialis fibroblasztok altal termelt mennyiségnél ugyanazon koriilmények

kozott. A sSRANKL/OPG arany egyenlének bizonyult a kezeletlen és citokinnel kezelt sejtek esetén.

4.1.2. A RANKL és OPG termelodés csokkenésének vizsgalata IL-4 és IFNy hatasara citokin
aktivalt normal és RA synovialis fibroblasztok esetén

A T-sejtek altal termelt citokinek [Th1 (IFNy), Th2 (IL-4), Th17 (IL-17)] a csont metabolizmus fontos
szabalyozdjaként ismertek a gyulladt szinbviumban. Mig az IFNy és az IL-4 antiosteoclastogén hatasu
citokinnek tekintendd, addig az IL-17 eldsegiti az osteoclastok differencialodasat és aktivalodasat.
Mind az IL-4, mind az IFNy szignifikdnsan csokkentette a TNF a és IL-1f indukalt sSRANKL szintet.
fly modon mindkét citokinnek lehet antiosteoclastogén hatasa azaltal, hogy csékkentik a fibroblasztok
TNFa és IL-1f indukalt RANKL expresszidjat. Az IL-4 6nmagaban indukalja az OPG szerkéciot, mely
hatas ezaltal szinergista a TNFa és IL-1f hatasaval. Az IFNy 6nmagaban nem gyakorolt hatast az OPG
expressziora, de szignifikdnsan csokkentette az OPG szintet a TNFa- és IL-1p-stimuldlt human
fibroblaszt kultarakban. Tehat a Th2 tipust IL-4 erds antiosteoclastogén hatassal bir mindkét synovialis
fibroblaszt tipus esetén, a TNFa és IL-1f indukalt RANKL expresszio csokkentése és az OPG
expresszio novelése révén, mig az IFNy antagonizélja a TNF a- és IL-13-indukélt OPG szekréciot. Mig
a kombinalt TNFa és IL-4 vagy IL-1p és IL-4 kezelés szignifikdnsan csokkentette a RANKL/OPG
aranyt (kritikus faktora az osteoclastogenezisnek), addig a RANKL/OPG arany valtozatlannak
bizonyult TNFa plusz IFNy vagy IL-1f plusz IFNy kombinalt kezelések hatasara. IL-17 dnmagaban
fokozta mind a RANKL mind az OPG expressziot, bar mindkettd faktort szignifikdnsan alacsonyabb
mennyiségben taldltuk az IL-17 stimuldlt tenyészetekben a TNFa vagy IL-1p kezelt tenyészetekhez
képest. A kombindlt kezelések esetén pedig csak additiv hatdsokat sikeriilt kimutatni. Habar a
szekretalt SRANKL és OPG mennyiség egyenletesen ¢€s szignifikdnsan magasabb volt RA FLS
tenyészetekben, a RANKL/OPG arany hasonlénak bizonyult az RA és normal FLS kultardk esetén

azonos citokin koncentracidok hasznalata esetén.



4.2 A RANKL és OPG expresszio és szabdlyozds vizsgdlata egér szinovidlis fibroblasztok esetében (1.

Vizsgalat)

4.2.1. RANKL és OPG expresszio vad-tipusu egér synovialis fibroblasztok dltal, normal és arthritikus
iziiletekben

A human ¢és egér rendszerek proinflammartorikus citokin kontrollalt RANKL és OPG expresszidjanak
sszehasonlitasahoz vad tipust és gén deficiens ( IFNy™ és IL-4”) BALB/c egerek normél (naiv) és
arthritikus (PGIA) térd iziileteibdl izolalt synovialis fibroblasztokat hasznaltunk (4-5 sejtciklust
kovetden). Ahogy a human sejtek esetén, arthritikus iziiletekbdl szarmazd egér synovialis fibroblasztok
esetén is korilbeliil kétszer annyi SRANKL ¢és harom-négyszeres mennyiségii OPG termelddik TNFa,
IL-1B, vagy IL-17 hatdsara, minta normal egér térdiziiletekbdl izolalt fibroblasztok esetén. Human
sejtekkel Osszehasonlitva az egér synovialis fibroblasztok szignifikansan tobb sSRANKL (p < 0.001) és
kevesebb OPG (p < 0.05) termeléssel valaszoltak az IL-1p kezelésre a TNFa kezeléshez képest. Igy
tehat egerek esetén az IL-1f kifejezettebb osteoclastogén hatdssal bir6 citokin, mint a TNFa. A vizsgalt
citokinek koziil az IL-17-nek 6nmagaban jelentéktelen hatdsa volt a RANKL ¢és az OPG expressziora,
mind naiv, mind athritikus vad tipust BALB/c fibroblasztok esetén. A kombinacids kezelések esetén
(TNFa plusz IL-17 vagy IL-1f plusz IL-17) additiv hatdst nem tapasztaltunk. Mivel ugy tlinik, hogy az
IL-17-nek nincs additiv hatdsa a sSRANKL vagy OPG expresszidora nézve arthritikus vad tipusu
egerekben csak limitalt szerepe valdszini a RANKL/OPG egyensuly fenntartasaban pathologias

allapotok esetén.

4.2.2. Citokin-medialt RANKL és OPG expresszio gén-deficiens egerekbél szarmazo synovialis
fibroblasztokban

A gén-deficiens allatok normal és arthritikus térdiziileteibdl izolalt fibroblasztok sSRANKL ¢és OPG
expresszidjat illetden az altalanos elképzelés a vad tipusu fibroblasztoknal (BALB/c) leirtakéval volt
megegyez0. Az exogén IL-4 ¢és IFNy képesek voltak teljesen ko6zombositeni a gén deficienciat
szignifikansan csokkentve (p < 0.001) mind a TNFa- mind az IL-1B-indukalt sRANKL szekréciot,
féleg arthritikus egér iziiletekbdl szarmazo fibroblaszt tenyészetek esetén. Az IFNy-val 6sszehasonlitva
az IL-4-nek sokkal erdsebb hatdsa volt az OPG szint novekedésére, mind TNFa, mind az IL-1p-
stimulalt fibroblaszt tenyészetek esetén. A legmarkansabb kiilonbség abban mutatkozott, hogy a gén
deficiens egerekbdl szarmazo fibroblasztok kett6-négyszer tobb RANKL ¢s hdrom-6tszor kevesebb
OPG termelésére voltak képesek, mint a vad tipusa naiv vagy arthritikus egerekbdl szarmazoak, azonos
kisérleti kortilmények kozott. Nyilvanvald, hogy a sRANKL/OPG ardny dramaian, akar egy-két
nagysagrenddel is novekedett IL-4- vagy IFNy gén-deficiens egerekben. Az IL-17-nek szinergista
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hatasa volt az SRANKL expressziora, amennyiben TNFa vagy IL-18 kombindcioban alkalmaztuk, és

csOkkentette vagy teljesen blokkolta az OPG szekréciot gén-deficiens fibroblasztokban.

4.2.3. RANKL és OPG szabalyozas vad tipusu és gén-deficiens arthritikus egerekben

A jellemzden jol Osszhangban 1évé6 RANKL és OPG termelddés, melyet a normal és arthritikus
fibroblaszt tenyészetek esetén tapasztalt (kezelt €s kezeletlen esetekben is) alland6 RANKL/OPG arany
is jol mutat, teljesen érvénytelen a gén-deficiens synovialis fibroblasztok esetén, foként, amennyiben
azokat kombindlt proinflammatorikus citokinekkel kezeljik, jelezvén tovabbi szabalyozo
mechanizmusok fennallasat in vivo koriilmények esetén. Mind a RA betegség illetve az ennek
megfeleld allatmodellek is autoimmun allapotnak tekinthetéek, ahol a Th1/Th2 tipusu citokin
egyenstlya Thl dominancia felé tolodik el, ezért mind a vad tipusa, mind pedig az IL-47, IL-17"", és
IFNy” egereket immunizaltuk porc proteoglikdnnal, arthritis indukcio céljabol. Sem citokinek sem
sRANKL nem volt izoldlhato a naiv egerek szérumabol, az IFNy, IL-4, és IL-17 pedig hidnyzott a
megfeleld gén-deficiens egerek szérumabol. A mért szérum citokinek (TNFa, IL-1p, IL-6, IL-4, IFNy,
¢s 1L-17) szintje magasabb volt a proteoglikdn indukalt arthritisben szenvedd vad tipusu egerekben,
mig alacsonyabb volt ( >50%) az IL-4” egerekben. Az Gsszes citokin szérum szintje nagyon
alacsonynak vagy mérhetelennek bizonyult PG-immunizalt IFNy™ egerekben. A szérum IL-17 szint
alig volt mérhetd arthritikus vad tipust egerek esetén. Az IL-4" egerek SRANKL (mind a szabad, mind
pedig az OPG-val komplexet alkotd) szérum szintje kifejezetten magasnak bizonyult és meghaladta a
vad tipust arthritikus vagy IL-17" BALB/c egerekben detektalt szinteket. Szemben a SRANKL-val az
OPG szérum szintek alig, szinte egyenletesen emelkedtek a vad tipusu €s a gén deficiens arthritikus
egerekben a naivokhoz viszonyitva. Az OPG szintek arthritikus, vad tipusi BALB/c egerekben
hasonléak voltak a nem immunizalt IL-4" egerekével, az OPG koncentréaci6 alacsonyabb volt az IFNy”
" naiv és arthritikus egerekben Osszehasonlitva a vad tipusi egerek esetén mért értékekkel.
Osszefoglalva elmondhatjuk tehat, hogy habar a RANKL szint magasnak bizonyult minden PG
immunizalt egér esetén és elegendd mennyiségli OPG is jelen volt, mégis csak limitalt mennyiségii
RANKL volt OPG-vel ,kozombositve”, az IL-4" egerek kivételével. Ez a fenomén egyértelmilen a
végtag extraktumok esetén volt észlelhetd, ahol a RANKL/OPG arany a legmagasabb volt az IL-4"
egerek koziil. Sokkal sulyosabb, koraibb kezdetli, massziv csont destrukcidval jaro arthritis alakult ki
az IL-4" BALB/c egerekben. Még a harmadik PG injekcidt kdvetden is sokkal enyhébb tipusu
arthritis alakult ki az IFNy” egerekben Osszehasonlitva az IL-17 deficiens BALB/c egerekben
kialakul6 PGIA sulyossagaval.
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4.3 A human synovialis fibroblasztok altal termelt angiogén faktorok vizsgalata

4.3.1. Steady-state mRNS szintek a synovialis szovetekben és az IFM-ban, valamint az angiogén
faktorok kivalasztasa

A kisérlet els6¢ fazisaban a normal és rheumatoid iziiletekb6l szdrmazd synovialis szovetmintak
hasonlitottuk 6ssze a a periprotetikus szovetekében mértekkel. Ehhez, kereskedelmi forgalomban 1évé
,Riboquat Multiprobe RNS” templatokat hasznaltunk. Miutan kivéalogattuk a felregulalodott géneket a
kiilonb6zé RNS templatokon, harom rendelésre késziilt templatot terveztiink a valtoz6 génexpreszzid
megmérésére, mind friss és explantalt szovettenyészetek, mind pedig fibroblaszt tenyészetek esetén. A
TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, VEGF és MCP-1 citokineken tal, tovdbbi 4 vegylilet mennyiségi

meghatdrozasara kertilt sor normal, rheumatoid synovialis szovetek illetve [IFM szdvetek esetén.

4.3.2. A fibroblasztok angiogén faktorokat termelnek titanium partikulumok, citokinek,
kemokinek és novekedési faktorok hatasara

Kimutattuk, hogy a fibroblasztok aktivalédnak titdnium, gyulladdsos citokinek, valamint CM-IFM
stimulacid hatdséra, és partikulumokat fagocytalnak in vivo és in vitro koriilmények kozott egyarant. A
valaszt mind transzkripcids mind transzlacios szinten vizsgaltuk. Kivancsiak voltunk arra, hogy a Ti és
CM indukalta génexpresszio hogy korrelal, milyen szintii és milyen id6-kerettel bir, illetve, hogy mely
angiogenikus faktorok és csont felszivodast okoz6 anyagokat kddold gének érintettek a titdnium és CM
stimulacid esetén. A CM-IFM kezelt tenyészetek esetén az MCP-1, IL-6, IL-8, b-FGF, a-FGF, TGFf1,
VEGF, Cox-1 és Cox-2 expresszio bizonyult kimagaslonak, a nem kezelt tenyészetekhez viszonyitva,
az expresszid6 még kifejezettebb fokozodasat tapasztaltuk kombindlt CM-IFM ¢és titanium kezelés
esetén. Osszességében a kombindlt kezelés additiv hatast fejtett ki a VEGF, b-FGF és TGFB
génexpressziora, ami szinergista hatdssal birt az IL-8 és Cox-2 esetében. A titdniumnak dnmagaban
nem volt hatdsa a Cox-1 expresszidra a fibroblasztokban, szemben CM-IFM-el, mely hatasara 48 oras
kezelést kovetden szignifikains CM-IFM indukalt Cox-1 gén expresszio fokozodast tapasztaltunk. Ezzel
szemben mind a titdniumnak, mind a CM-IFM-nek egy jollehet kezdeti, de szignifikans Cox-2

génexpressziot csokkentd hatdsat tapasztaltuk, mely 72 6rat kovetden lett kimagaslo.

4.3.3. Az angiogenikus faktorok transzkripcionalis szabalyozasa a fibroblasztokban Ti és/vagy
CM-IFM stimulacio hatasara

Ahogy korabban emlitettiik minden fibroblaszt (normdl, rheumatoid szdvetbdl szarmazd vagy IFM)
azonos reakcidét mutatott az egyediili (Ti vagy CM-IFM) és a kombindlt kezelésekre. Ahhoz, hogy
megértsiik, hogy hogyan és milyen szinten érintett a fibroblaszt aktivacié Ti partikulumok, CM vagy
kombinalt kezelés hatdsara, inibitorokat hasznaltunk, a transzkripcios (Actinomycin D) és transzlacios

(cycloheximide) események blokkoldséra, illetve a citoszkeleton dezorganizacidjaval gatoltuk az
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intracellularis protein transzportot és a fagocitozist. Minden alkalommal mikor az IL-6 és a VEGF
szekrécid megszlnt (pl.: brefeldin vagy monensin kezelés) egy negativ feed-back ut hatasara az IL-6 €s
VEGF specifikus mRNS expresszid csokkenését (p<0.01) is tapasztaltuk. Mas citokinek, kemokinek
vagy novekedési faktorok kiilonbozd tulajdonsagokkal birtak, legtobbjik folég transzkripcionalis
szinten, ¢€s csak kis mértékben transzlacios szinten szabalyozott. Az intracelluléris fehérje transzport €s
szekrécio blokkoldsa nem gyakorolt hatst a transzkripcionalis eseményekre. Csak a TGFp expresszid
fokozodott monensin kezelt fibroblaszt tenyészetekben, amikor a taptalajba torténd TGF szekrécio

gatolt volt.

4.3.4. A VEGF transzkripcionalis szabalyozasa a fibroblasztokban Ti és/vagy CM-IFM
stimulacio hatasara

beleértve — IFM fibroblasztok segitségével vizsgaltuk. A véarakozasainknak megfeleléen a VEGF
génexpresszios szintje idofiiggdnek bizonyult, és a legnagyobb hatdst a CM-IFM kezelés valtotta ki
titiniummal kombindlva vagy anélkiil. A CM-IFM kezelés hatasara expresszalodott VEGF proteinek
tobbsége az 55kDa (189 aminosav hosszll) izoforma volt, mely sejt felszini, foként heparan szulfathoz

kotott, igy csak sejt lizatumokbol kimutathato.

5. MEGBESZELES

5.1. A synovialis firoblasztok citokin kontrollalt osteoclastogén faktor termelése (I. Vizsgalat)
Ebben a tanulmanyban kimutattuk, hogy mind a humén, mind az egér eredetli synovialis fibroblasztok
alapvetd forrasai az sSRANKL ¢és OPG fehérjéknek, valamint, hogy ezen medidtorok termelddése
kiilonb6z6 citokinek, ugy mint TNFa, IL-1p, IL-17, IL-4, és IFNy altal szabalyozott folyamat.
Jelentékeny megallipitds, hogy az altalunk talalt proinflammatorikus citokin hatdsok nagyon
hasonlonak bizonyultak a kiilonb6z6 eredetli synovialis fibroblasztok esetén. A proinflammatorikus
citokinek (TNFa, IL-1p, és IL-17) egyértelmiien novelték a RANKL mRNs és fehérje expressziot
mind human mind egér fibroblasztok esetén, tOrténetesen ugyanolyan szinten, ahogy azt humdan
osteoblaszt és egér 1ép T-sejt tenyészeteken mértiik. Ez a citokin indukalt sSRANKL expresszi6 szoros
korrelaciot mutatott az emelkedett OPG expresszioval.

Ezen eredmények azt mutatjadk, hogy a RANKL termelés inkdbb citokin szabdlyozott, mint sejt
specifikus folyamat, annak ellenére, hogy a kiilonbozo sejt tipusok eltéréen valaszolnak a citokin
stimulusokra. Azzal szemben, hogy szdmos faktor részt vesz az osteoclastogenezis folyamatdban, a
csont-protektiv és csont-resorptiv antagonista citokinek és ndvekedési hormonok repertoarja limitalt.
Ebben a vizsgalatban az IL.-4 és IFNy citokineket vizsgaltuk, hogy igazoljuk osteocalstogenesis gatld

képességiiket és, hogy megértsiik, hogy hatnak ezen citokinek a RANKL/OPG aranyra in vitro citokin
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stimuldlt human synovialis fibroblasztokban és gén deficiens egerekben a gyulladédsos iziileti
destrukci6 folyamataban.

Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy az IL-4 szelektiven gétolja a TNF jeladast, kdzvetleniil hatva mind
az osteoclast prekurzor sejtekre, mind az érett osteoclastokra ¢és reverzibilisen gatolja az
osteoclastogenezist a NF-kB és JNK aktivacio gatlasa révén STAT-6 dependens modon. Az IL-4
gatolja a synovialis fibroblasztok altali RANKL expressziot, és ezzel szimmultan noveli az OPG
szerkréciot. A RANKL/OPG ardny dramai elmozdulasa direkt hatassal van az osteoclast progenitor
sejtek differencidlodasara és gatolja a T sejtek felszinhez kotott molekulak expressziojat. Ezen
vizsgalatunkban megfigyeltik, hogy az IL-4 Onmagdban, vagy kombinaciéban egyéb
proinflammatorikus citokinnel, csokkenti a RANKL expressziot és szimultin noéveli az OPG
expressziot fibroblasztokban. Tovabbi megerdsités céljabol gén deficiens egér fibroblasztokat
csokkenését tapasztaltuk, IL-4 hianyaban. Ezéltal a RANKL/OPG ardny szignifikdnsan emelkedett a
vad tipusu sejtekben tapasztaltakhoz viszonyitva. Ez az emelkedés még latvanyosabban kimutathato
volt a proteoglikan indukalt arthritises vad tipusu versus az arthritises gén deficiens egerekbol
szarmaz6d mancs-extraktumok esetén. Ez jol magyardzza, miért tapasztaltunk szokatlanul agressziv
csont felszivodast az IL-4 deficiens egerekben, tdmogatva azt a hipotézist, mely szerint az IL-4 az
egyik legpotensebb antiosteoclastogén faktor, mely a lokalis csontfelszivodas folyamataban részt vesz.
Habar az IFNy szintén csokkentette a proinflammatorikus citokin indukalta RANKL gén és protein
expressziot, ez a Thl-tipusu citokin nincs hatdssal, vagy inkabb csokkentette az OPG szekréciot
proinflammatorikus citoknek jelenlétében. Ezen eredmények, mind a gén, mind pedig a fehérje
expresszio szintjére nézve allandonak, egyenletesnek bizonyultak a kiilonb6z6 normal és RA human
synovialis fibroblaszt tenyészeteken, és PGIA-s IFNy”™ egereken végzett kisérletek esetén is, és
ellentmondanak az IFNy feltételezett anti osteoclastogenikus effektusanak.

Elmondhatjuk, hogy habdr a kiilonb6z0 proinflammatorikus citokinek latszélag bebizonyitott
osteoclastogén hatasa van a RANKL up-regulacionak koszonhetden, ezen hatdsokat kozombositi az
OPG novekvd expresszidja, €s az, hogy a kivalasztodott sRANKL tobbsége OPG-vel alkotott
komplexben talalhat6. A TNFa ¢és az IL-1B, valamint az IL-17 taldn kevésbé kifejezett,
osteoclastogenezis eldsegitd hatasa elsdsorban az antiinfalmmatorikus hatast IL-4 altal szabalyozott,
sokkal inkabb mint az IFNy, avagy egyéb napjainkban vizsgalat citokin altal.

Osszefoglalva elmondhaté hogy a synovialis fibroblasztok erésen aktivalt sejtek a gyulladt
synoviumban, valamint a citokin gazdag sejtkdrnyezetiik lehetdséget ad robosztus RANKL/OPG
termelddésre in vivo. A RANKL és az OPG expresszid elsGsorban pro- ¢és antiinflammatorikus
citokinek 4altal regulalt folyamat, mely jelezheti a synovialis fibroblasztok csonthomeosztazis

felborulasaban jatszott szubsztancialis szerepét a gyulladasos kornyezetben.
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5.2. A synovialis fibroblasztok angiogenezisben jatszott szerepe (II. Vizsgalat)

E masodik tanulmany elsd kisérleti fazisahoz szinovidlis szoveteket gyiijtottiink normal, rheumatoid,
osteoarthritikus iziiletekbdl, valamint interfacialis membranokbol, hogy megmérjiik a gén expresszids
profilt a friss és explantalt kultardkban, a gyulladdsos citokineket és ndvekedési hormonokat a
médiumokban, valamint detektaltuk a citokinek, kemokinek és novekedési hormonok hatasara
bekovetkez6 fibroblaszt valaszt.

Végs6 soron a periprotetikus mikrokdrnyezet nagyon hasonlonak bizonyult a rheumatoid szovethez
kiegészitve egy még drasztikusabb kornyezeti tényezdvel: a periprotetikus lireg folyamatosan frissen
generalt, nem lebonthatd, szemcsés kopasi tormeléket bocsat ki magabol. Ezen szemcsés partikulumok
¢s/vagy kiilonbozo citokinek (CM-IFM) stimulalé hatdsara szdmos angiogenikus és osteoclastogenikus
faktor (VEGF, MCP-1, M-CSF, IL-8, Cox-1, Cox-2, a-FGF, b-FGF, LIF-1, RANKL és OPG) over-
expressziojat sikeriilt kimutatnunk human IFM fibroblasztokban. A periprotetikus szovet sejtjei, igy a
fibroblasztok is erds aktivacid alatt allnak, a folyamatosan képzddd szemcsés kopdési tormeléknek
koszonhetden, mely egy kronikus gyulladasos allapotot tart fennt.

A fibroblasztok aktiv részesei e karos folyamatnak, hiszen (i) folyamatos stimulécidonak vannak kitéve
a szemcsés kopasi tormelék, illetve az aktivalt makrofagok, osteoblasztok és onmaguk altal termelt
citokinek és novekedési hormonok kovetkeztében, (ii) gatoljak az osteoblaszt funkciot, (iii) direkt és
indirekt modon eldsegitik az osteoclast aktivaciot.

Fibroblasztok kiilonb6zd stimulusok hatasara nagy mennyiségli VEGF termelésével reagalnak, azonban
a Flt-1 és KDR/Flk-1 VEGF receptorok hianya végett nem reagalnak a VEGF stimulusra. Exogén
TNF-a szignifikdnsan felszabalyozza a IL-1B, IL-6, M-CSF, MCP-1 and RANKL, és VEGF
termeldését.

Mindent egybevéve, a makrofag és fibroblaszt aktivacié egy természetes folyamat az interfacialis
membranban, €s a fibroblaszt aktivacié angiogenezisre €és osteoclastogenezisre kifejtett hatdsa legalabb
olyan dontd és kritikus, mint maga a makrofag aktivacié. Raadasul az aktivalt fibroblasztok nagy
mennyiségli csont-felszivo metalloproteinazokat termelnek, mely a szdvet-specifikus metalloproteinaz
inhibitor cs6kkent termel6désével és a fibroblaszt indukalt csokkent osteoblaszt funkcidval, a
fibroblasztok és az altaluk termelt faktorok jelents szerepét sugallja a periprotetikus osteolysis

kialakulasaban.
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6. UJ EREDMENYEK

Human és egér synovialis fibroblasztok altal termelt osteoclastogén factorok (Study I.)

* A kisérletiink sordn bemutattuk, hogy a human és egér eredetli synovialis fibroblasztok a
sRANKL ¢és OPG szubsztancialis forrasai

* A synovialis fibroblasztokban végbemend sRANKL ¢és OPG expresszio pro ¢és
antiinflammatorikus citokinek altal szabalyozott folyamat

* SRANKL termelddés inkabb citokinszabalyozott, mint sejt specifikus folyamat

* SRANKL expresszio szorosan korrelal az emelkedett OPG expresszioval

* Megfigyeltiik, hogy az IL-4 Onmagiban vagy egyéb proinflammatorikus -citokinekkel
kombinacioban csokkenetette a RANKL produkciot és ezzel parhuzamosan novelte az OPG
expressziot fibroblasztokon. Megfigyelésiink tovabbi megerdsitése céljabol géndeficiens egér
synovialis fibroblasztokat is vizsgaltunk. IL-4 hianya esetén magasan felregulalt RANKL
expressziot, ezzel egyidelileg csokkent OPG termelést tapasztaltunk. Ezéaltal a RANKL/OPG
arany szignifikdnsan emelkedett a vad tipusu sejtekkel Osszehasonlitva. Ez magyardzatot ad
arra, hogy miért tapaszataltunk feltiinen agressziv csont felszivodast IL-4 hianyos egerekben,
alatamasztva hipitézisiinkent miszerint az IL-4 az egyik legpotensebb antiosteoclastogén faktor
a lokalis csontvesztés folyamataban.

* Megcafoltuk azt az elképzelést, mely szerint az IFN-y erds antiosteoclastogén hatdssal bir,
hiszen az IFN-y  csokkentette a proinflammatorikus citokinek &ltali RANKL protein
expressziot, &m ez a Thl tipusu citokin nem volt hatdssal, s6t csokkentette az OPG szekréciot
proinflammatorikus citokinek jelenlétében.

Human synovialis fibroblasztok altal termelt angiogenikus faktorok(Study II)

* masodik vizsgalatunkban szamos angiogenikus és osteoclastogén factor (VEGF, MCP-1, M-CSF,
IL-8, Cox-1, Cox-2, a-FGF, b-FGF, LIF-1, RANKL és OPG) overexpresszidjat igazoltuk
human IFM fibroblasztokban szemcsés kopasi tormelék és/vagy citokin stimulacid hatésara.

* [FM-b6l vagy rheumatoid synoviumbol szdrmazd sejtek szignifikdnsan tobb bioreaktiv
vegyiiletet termeltek in vitro, mint a normal synovialis szovet

* Habar a fibroblasztok nagy mennyiségli VEGF temelésével reagalnak szamos stimulusra, 0k
maguk nem vélaszolnak a VEGF stimulusra, koszonhetden a Flt-1 and KDR/Flk-1 sejtfelszini
VEGF receptorok hianyanak

* Mind az MCP-1 mind az IL-6 j6 markere a fibroblaszt aktivacionak, és mindkét szekretalt
komponenes indirect, osteoclast aktivald hatassal rendelkezik.

* Fibroblasztoknak a TNFRp55-6n  keresztiill szerepiik lehet a RANKL-dependens
osteoclastogenezisben, TNFa, IL-1 és ndvekedési hormon receptoraikon keresztiil pedig az [IFM
neovascularizacidjanak folyamatdban

e Tehat szamos IFM-ban detektalt angiogenikus és osteoclastogén faktor eredhet az aktivalt
fibroblasztokbol. E fibroblasztok ¢és makrofagok az osteoclastok szomszédsagaban
helyezkednek el, az aktivalt fibroblasztok RANKL, VEGF és M-CSF termelésiik kovetkeztében
kulcsfontossagu sejtként vannak jelen a periprotetikus térben lejatszodd angiogenesis és
osteoclastogenezis folyamataban.
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