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1. BEVEZETES

1.1 Szinovialis fibroblasztok rheumatoid arthritisben

A rheumatoid arthritis (RA) egy krénikus gyulladasos betegség melyet szinovialis
hiperplazia, csont- és porcdestrukcié jellemez. A RA szinovialis fibroblasztok részt
vesznek az extracellularis matrix (ECM) komponenseinek és a matrix lebontd enzimek

termelésében.

1.2 Matrix metalloproteinazok

A matrix metalloproteinazok (MMP) az ECM degradaci6jaban szerepet jatszd
fehérjebont6 enzimek, melyek fontos szerepet jatszanak az izileti destrukcié létrejéttében
RA-ben. A RA patogenezisében kulcsszerep jut az angiogenezisnek, mely el6segiti a
gyulladasos szindévium novekedését. Az angiogenezishez az ECM proteolizise,
proliferaciéja, az endothel sejtek migraciéja és az U0 matrixfehérjék szintézise
elengedhetetlen. Mindezen tul, a MMP-ok fontos szerepet jatszanak a csont
Ujraéplilésében, atherosclerozisban, apoptézisban, tumor invazidban és metasztazis
képz&désben.

A MMP-2 funkcidja zselatin, kollagén I, Il, IIl, 1V, VII, X, fibronektin, elasztin és laminin
degradéacidja. Fibroblasztok, keratinocitdk, epitélsejtek, monocitdk és oszteoblasztok
termelik. A MMP-2 fontos szerepet jatszik az angiogenezisben és a RA patogenezisében.
Osteoarthritisszel dsszehasonlitva, emelkedett MMP-2 szinteket irtak le RA-es betegek
izlleti szinoviumaban. Tovabba az is ismert, hogy a radiologiai erézidval rendelkezé RA-

es betegek szinoviumaban szignifikansan magasabb MMP-2 szintek talalhatéak, mint az

erozidval nem rendelkez6 betegekben.



1.3 Macrofag migracioét gatlo faktor

A makrofag migraciot gatlé faktor (MIF) egy makrofagok altal termelt proinflammatérikus
citokin, mely ugyancsak fontos szerepet jatszik az angiogenezisben és a RA
patogenezisében. Tobb fliggetlen munkacsoport is hangsulyozta szerepét az izileti
gyulladas kialakulasaban. Egy korabbi medfigyelés szerint neutralizalé6 MIF antitestek
késleltetik az izlleti gyulladas kialakuldsat kollagén-indukalta arthritises modellben.
Hasonléan, cstkkent szinovialis gyulladast figyeltek meg MIF gén deficiens (MIF -/-)

egerekben a vad tipusu (VT) egyedekhez képest, kollagén-indukalta artritiszben.

1.4. Epigallocatechin-3-gallate

A zo6ld tea aktiv komponense, az epigallocatechin-3-gallate (EGCG), antioxidans,
gyulladasgatlo és tumorellenes hatassal bir. Korabbi tanulmanyok szerint, EGCG
hatékonyan gatolja katabdlikus mediatorok termelését osteoarthritises chondrocytakban.
Emellett, EGCG ugyancsak gatolia a MMP-1 és a MMP-13 aktivitasat human
chondrocytédkban. In vivo, EGCG mérsékli az izileti gyulladas létrejottét kollagén-

indukalta arthritisben.

1.5 Kemokinek

RA-ben a kemokinek iranyitjdk gyulladasos leukocitak izileti szinoviumba torténd
aramlasat. A négy ismert kemokin fécsoporton belil (CXC, CC, C és CX3C), a CXC, a CC
és a fraktalkin jatszik fontos szerepet ebben. Az angiogenezisben az ELR motivumot
tartalmazé CXC kemokinek, igy az epitelidlis-neutrofil aktivalo protein-78 (ENA-
78)/ICXCL5 és a ndvekedéssel-0sszefliggd onkogén alfa (gro-a)/CXCL1 bizonyulnak

jelentdsnek.



2. CELKITUZESEK

Tanulmanyunk célja a RA szinovium MMP-2 expresszidjanak vizsgalata volt, ezért a

munkank soran a kévetkezd célokat tliztik ki:

1. Célunk volt, hogy meghatarozzuk a MIF hatasat a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2
expresszidjara.

2. Meghatarozni kivantuk a MIF altal stimulalt MMP-2 expressziéban szerepet jatsz6
szignaltranszdukciés Utvonalakat RA szinovialis fibroblasztokban.

3. Megvizsgaltuk a MMP-2 szinovialis expresszidjat MIF -/- és VT egerekben in vivo.

4. Tovabbi célunk volt, hogy meghatarozzuk kemokinek szerepét a RA szinovialis
fibroblasztok MMP-2 expresszidjaban.

5. Végezetll, tanulmanyozni kivantuk az EGCG hatasat a RA szinovialis fibroblasztok

MMP-2 expresszibjara.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Szinovialis fibroblaszt sejtkultura

A human RA szinovialis fibroblasztokat szinovektomia vagy teljes izileti protézis
beliltetésen atesett RA-es betegek szinoviumabal izolaltuk. A szinovidlis szdvetet egy
diszpazt, kollagenazt és DNazt tartalmazd oldatban emeésztettik, majd a sejteket 10%
foetalis borjusavét tartalmazé RPMI 1640 tapoldatban tenyésztettik 37° C-on, 5% CO ,-t

tartalmazé leveg8ben.



3.2 Allatok

A MIF -/- egereket és a kontrollként szolgal6 SV129/J VT egereket a University of
Michigan patogénmentes Kisérleti laboratoriumaban tenyésztettik. A Kkisérleteket az
egyetemen m(ikddd Allatkisérleti bizottsag engedélyének megszerzését kdovetben

végeztik.

3.3 Arthritis indukcio

3.3.1 Zymosan-indukalta arthritis

A zymosan-indukalta arthritist (ZIA) a zymosan (Saccharomyces cerevisiae) térdizileti
Uregbe torténd fecskendezésével valtottuk ki. 24 éra elteltével, az egereket ledltik, a ZIA
izlletek egyikét proteaz inhibitorokat tartalmaz6 PBS-ben homogenizaltuk, a masikat

pedig fagyasztasos eljarashoz OCT-be agyazva, folyékony nitrogénben fagyasztottuk.

3.3.2 Antigén-indukalta arthritis

Az antigén-indukalta arthritis (AglA) mind cellularis, mind humoralis immunvalaszt kivalto,
hisztologiailag a RA-hez hasonlé gyulladast utanzé modell. A MIF -/- és VT egereket
komplett Freund adjuvansban emulzifikélt mBSA-val immunizaltuk, majd a 28. napon az
allatokat ledltik és a térdiziileteket proteaz inhibitorokat tartalmaz6 PBS-ben

homogenizaltuk.

3.4 MMP szintek mérése ELISA-val
A RA szinovidlis fibroblaszt sejtkultarak MMP-1, MMP-2, MMP-3 és MMP-13
koncentraciojat és az egér izlleti homogenizatumok MMP-2 szintjét Quantikine

Immunoassay-vel hataroztuk meg. Az ELISA esszé detektalta a MMP-2 és MMP-3 pro- és

aktiv formajat is, mig a MMP-1 és a MMP-13 esetében csak a pro-forma szintjét mérte.



3.5 Sejtlizis és Western blot

A Western blot analizishez a sejteket lizis pufferben homogenizaltuk és a proteintartalmat
bicinchoninic acid (BCA) esszével hataroztuk meg. Ezutan SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel a mintak proteintartalmat szétvalasztottuk, majd a fehérjéket
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membran szabad koétdhelyeit 5% sovany tejport
tartalmazdé PBS-ben blokkoltuk, majd 5%-os tej-PBS-ben higitott foszfo-specifikus
elsédleges antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at. A membranokat ezt kdvetben
megfeleld, masodlagos torma-peroxidazzal kapcsolt antitesttel inkubaltuk, végul az
immunreakciok eredményét kemilumineszcens modszerrel, ECL western blot detektald

kittel tettik lathatova.

3.6 Zselatinaz Assay

A RA szinovidlis fibroblaszt sejtkultira zselatinaz aktivitasat EnzChek Zselatinaz Assay
kittel mértik meg. A sejtkulturak feltluszéjat fluoreszcensen jeldlt zselatinnal inkubaltuk,
majd a fluoreszenciat Synergie HT Microplate Reader készilékkel allapitottuk meg 495

nm-en.

3.7 Zselatin zimografia

A RA szinovialis fibroblasztok altal szekretalt MMP-2 expresszidjat zselatint tartalmazé
gélen analizéltuk. Ehhez hasonldéan, az AglA izlleti homogenizatumainak zselatin
degradalé képességét is ezzel a mobdszerrel allapitottuk meg proteinkoncentraciod
meghatarozas utan. A mintakat elészér 2x SDS mintapufferrel kevertik dssze, majd a
mintakat zimografias SDS gélekre vittik fel. A géleket a futtatas utan renaturaltuk, majd
eléhivo-pufferben inkubaltuk. Az emésztetlen szubsztratot Coomassie kék festékkel

festettik meg.



3.8 Immunhisztokémia

A fagyasztott szdveti mintakat (MIF -/- és VT egér ZIA izlletek) 7 ym vastagsagu
szeletekre vagtuk, majd a MMP-2 expressziot alkalikus-foszfatazzal végzett festéssel
vizualizaltuk. A metszeteket a sejtek immunreaktivitasa alapjan vizsgaltuk, az egyes
sejttipusokat morfolégiai szempontok alapjan kilénboztettiik meg. A MMP-2-t expresszal6
sejtek szazalékos aranyat a szinovidlis felszini réteg sejtein (fibroblaszt-tipusu és
makrofag tipusu szinoviocitak), a szinovialis felszini réteg alatti nem-limfoid tipusu
mononuklearis sejteken (monocitdk, makrofagok, hizdsejtek) és endothel sejteken

vizsgaltuk.

3.9 Immunofluoreszcens festés

A fedblemezen tenyésztett RA szinovidlis fibroblasztokat MIF-ral torténd stimulaciét
kdvetben jéghideg acetonnal fixaltuk. Ezt kovetbéen a sejteket blokkol6 oldattal
permeabilizatuk és blokkoltuk, majd a megfeleld blokkold oldatban higitott foszfo-
specifikus antitestekkel inkubaltuk. A sejtek mosasat kévetéen, Alexa Fluor-konjugalt
masodlagos antitestekkel végeztik az immunreakciét. Végul a mintakat DAPI
sejtmagfestékkel festettik meg és fed6lemezzel fedtiik be 6ket. Az immunofluoreszcens
festést Olympus BX51 fluoreszcens mikroszképpal detektaltuk és DP Manager imaging

software-rel elemeztik.

3.10 Statisztikai analizis
Az eredményeinket Student's t-teszt segitségével analizaltuk. A P-értéket 0.05 alatt

tekintettlik szignifikansnak. A szamitott értékeket atlag £ SEM moédon adtuk meg.



3. EREDMENYEK

3.1 A MIF hatasa a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 expresszidjara

3.1.1 A MIF stimulalja a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 expresszidjat

Bar a RA szinovialis fibroblasztok MIF-ral (50nM) t6rténd stimulaciéja nem volt hatassal a
MMP-1, MMP-3 és MMP-13 fehérjék szekréciojara, azt taldltuk hogy a MIF-ral kezelt RA
szinovialis fibroblasztok szignifikAnsan nagyobb mennyiségli MMP-2 proteint termeltek a
nem stimulalt kontroll sejtekhez képest (ELISA). Ezt a hatast 6 6ras inkubaciét (nem
stimulalt: 7.13 £ 0.86 ng/ml; MIF stimulalt: 16.28 + 1.71 ng/ml; p<0.05) és 24 o6ras
inkubaciét kdvetéen (nem stimulalt: 23.88 + 7.49 ng/ml; MIF stimulalt: 51.36 + 5.55 ng/ml;

p<0.05) is megfigyeltik.

3.1.2 MIF serkenti a RA szinoviélis fibroblasztok MMP-2 aktivitasat

A RA szinovidlis fibroblasztok felUluszéjanak enzimatikus aktivitdsat zselatinaz esszé
segitségével allapitottuk meg. A MIF-ral stimulalt RA szinovialis fibroblasztok
fellluszojanak fokozott enzimatikus aktivitasat figyeltik meg a kontroll sejtekhez képest
24 obra elteltével (649 + 34 atlagos fluoreszcencia, vs. 503 + 19, sorrendben; p<0.05).
Zselatin zimografia ugyancsak fokozott zselatin degradacios képességet igazolt a MIF-ral

kezelt RA szinovialis fibroblasztokban.

3.1.3 A MIF altal kivaltott RA szinovialis fibroblaszt MMP-2 expresszi6 idé és koncentracio
fliggé
A MIF id6fliggé moédon stimulalta a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 expresszidjat.

Stimulalé hatasa mar egy 6ras inkubaciot kévetden is észlelhetd volt, és folyamatosan



fokozddott 24 6ran at. A RA szinovialis fibroblasztok immunfluoreszcens festése MMP-2
antitesttel, a MMP-2-nek egy er6s sejtmag koriuli és egy diszkrét diffuz citoplazmikus
elhelyezkedését tiintette fel egy 6ras MIF stimulaciot kovetden.

A MIF altal kivaltott MMP-2 expresszido nemcsak idétartamtol, de a MIF koncentraciojatol
is figg. Kisérleteinkben, a MIF 1 nM koncentracidbban nem valtott ki stimulalé hatast a RA
szinovialis fibroblasztok MMP-2 termelésére, mig magasabb koncentraciok fokozott MMP-
2 termelést indukaltak. Hasonld mértékii MMP-2 expresszié mutatkozott 25 és 50 nM MIF

koncentracidalkalmazasa esetén.

3.2 A MIF indukalta RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 expresszidjaban szerepet

jatszo szignaltranszdukcidés folyamatok

3.2.1 Jelatviteli molekulak a MIF altal kivaltott MMP-2 expresszioban

A jelatviteli folyamatok tanulmanyozasahoz a RA szinovidlis fibroblasztokat MIF-ral
stimulaltuk kilénb6zd jelatviteli molekulak inhibitorainak jelenlétében, majd a sejtkulturak
kivaltott MMP-2 upregulaciét a pan-PKC, a JNK és részben a Src jelatviteli molekulak
inhibitorai gatoltak, sugallva ezzel azt hogy ezen molekulak szerepet jatszanak a MIF altal
kivaltott szignaltranszdukciéban.

Mindezen tul, azt is megvizsgaltuk mely PKC izoforma jatszik szerepet a MMP-2 termelést
stimulalé MIF jelatvitelében RA szinovidlis fibroblasztokban. Mig a PKCa/f specifikus
inhibitor G66976 jelenléte nem befolyasolta, addig a PKCd izoformara specifikus inhibitor

rottlerin gatolta a MIF altal kivaltott MMP-2 expressziét RA szinovialis fibroblasztokban.



3.2.2 A MIF altal aktivalt jelatviteli molekulak

A JUNK, c-jun és PKC foszforilacidjat foszfo-specifikus antitesteket hasznalva mértiik meg
Western blot segitségével. A MIF aktivalta a JNK foszforilaciojat egy perces inkubaciot
kovetéen és maximalis serkent6 hatasat 15 perc mulva érte el. A c-jun foszforilaciojat MIF
hatasara, 30 perces stimulaciét kdvetéen figyeltik meg. Az immunfluoreszcens festés a
foszforilalt JNK molekula diffuz festédését abrazolta MIF hatasara. A foszforilalt c-jun
intracellularis lokalizacioja els6sorban a magra korlatozodott, bar egy kis mennyiségi
citoplazmikus festédést is megfigyeltink. Erdekes médon, a MIF stimulécié hatasara
viszont er6s magi festédést fedeztlink fel, sugallva ezzel a c-jun magba térténd
transzpozicidjat. A PKC izoforméakat illetéen, MIF specifikusan aktivalta a PKCd
foszforilaciojat, mig nem volt hatassal a pan-PKC, PKCay/B;, and PKCe izoformak
foszforilaciojara. MIF hatasara, a PKCO aktivacioja 1 perces stimulaciot kovetéen mar

megfigyelhetd volt, majd maximalis foszforilacidjat 30-45 perc utan talaltuk.

3.2.3 A szignaltranszdukcids kaszkad

A MIF altal aktivalt szignaltranszdukciés kaszkad tanulmanyozasahoz a RA szinovialis
fibroblasztokat kilénb6z8 jelatviteli molekulak inhibitoraival kezeltik egy 6raval a MIF
stimulaciot megel6zéen. Azt talaltuk, hogy a Src inhibitor PP2 gatolta a JNK molekula
foszforilaciojat, mig a c-jun aktivaciéja elmaradt a JNK és a Src jelatviteli molekulak
inhibitorainak jelenlétében. Ezen eredmények azt sugalljgdk, hogy a MIF egy olyan
szignaltranszdukcios kaszkadot indit el, amelyben el6szér a Src, majd a JNK
foszforilacioja kovetkezik be és végll ez a c-jun aktivacidjahoz vezet. A PKCo aktivaciojat
mind a Src, mind a JNK inhibitora gatolta, ami arra enged kd&vetkeztetni, hogy a PKCd

aktivacidja a Src és a JNK molekulak foszforilacidjat kovetden jon létre.



3.3 A MIF in vivo szerepe az iziilleti MMP-2 termelésben

3.3.1 A MMP-2 expresszio akut gyulladasos arthritisben

A MIF MMP-2 termelésben betdltétt in vivo szerepének tanulmanyozasahoz izileti
gyulladast indukaltunk a zymosan MIF -/- és VT egerek izileti Uregébe vald
fecskendezésével. A ZIA egy olyan izileti gyulladast utanz6 model, melyben a
gyulladasos valasz egy korai (24 6ra) és egy késéi fazisra oszthatd. 24 oraval a ZIA
homogenizatumaban ELISA segitségével mértik meg. Erdekes modon, szignifikansan
emelkedett MMP-2 szinteket talaltunk VT egerek iziiletében MIF -/- egerekhez képest (1.3
+ 0.08 ng/mg protein vs. 0.82 + 0.08 ng/mg, sorrendben, p<0.05), feltételezve ezzel azt,

hogy a MIF fontos szerepet jatszik az izuleti MMP-2 szabalyozasaban.

3.3.2 A MMP-2 expresszio AglA modellben

A MIF -/- és VT egerek izileti MMP-2 expresszidjat zselatin zimografiaval mértiik meg 28
nappal az AglA indukcidjat kdvetéen. El6z6 eredményeinket alatamasztva, emelkedett
MMP-2 aktivitast figyeltink meg (mind a pro-, mind az aktiv MMP-2-t illetéen) VT egerek

izlleti homogenizdtumaban.

3.3.3 A MMP-2 expresszio immunhisztologiai analizise a gyulladasos iziiletben

A gyulladasos szinovium egyes sejtjeinek MMP-2 expresszidjat kivantuk meghatarozni a
ZIA szinoviumban immunhisztokémiai festést kévetden. Azt figyeltik meg, hogy a MMP-2-
t leginkabb a szinovialis felszini réteg sejtei (fibroblaszt-tipusu és makrofag tipusu
szinoviocitak), a szinovialis felszini réteg alatti nem-limfoid tipusu mononukleéris sejtek és
endotél sejtek expresszaltdk. Az immunfestést a sejtek MMP-2 festédést mutatd

szazalékos aranyaval fejeztik ki. A MMP-2 szinovidlis expresszidja emelkedettnek
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bizonyult mind a szinovialis felszini réteg és a felszini réteg alatti nem-limfoid tipusu
mononuklearis sejtekben VT egerekben a MIF -/- egerekhez képest (szinovialis felszini
réteg sejtei: 74% + 7 vs. 38% * 7, a szinovialis felszini réteg alatti nem-limfoid tipusu
mononuklearis sejtek: 72% + 4.9 vs. 22% * 3.8, sorrendben, p<0.05). Bar hasonlé trendet
figyeltink meg endothel sejtek esetében, szignifikans eredmény nem sziletett (41% =

13.5vs. 14.4% + 4.8, sorrendben).

3.4 EGCG hatasa RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 termelésére

A EGCG-nek MMP-2 expressziora kifejtett hatasanak tanulmanyozasahoz a RA
szinovialis fibroblasztokat EGCG-vel kezeltik 12 6ran at, majd a sejteket IL-1B-val (10
ng/ml) stimulaltuk 24 éran keresztil. A RA szinovialis fibroblasztoknak IL-13-val térténé
stimulacioja 2.5-szeres MMP-2 aktivitas emelkedést eredményezett (p<0.05), zselatin
zimografiaval mérve. A RA szinovidlis fibroblasztok 10 yM és 20 yM EGCG-vel t6rténd
eldinkubacidja 58 + 14% és 75 + 16% gatlast fejtett ki az IL-1B-indukalta MMP-2

aktivitasra (p<0.05).

3.5 A kemokinek hatasa a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 expresszidjara

3.5.1 A kemokinek serkentik a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 expressziéjat

A RA szinovialis fibroblasztokat kiilonb6zd kemokinekkel (100 ng/ml) inkubaltuk 24 éran
keresztiil. ENA-78/CXCL5, gro-a/CXCL1, és RANTES/CCL5 indukalta a RA szinovialis
fibroblasztok MMP-2 aktivitasat 3.9-, 5.4- és 4.9-szeres mértékben, sorrendben (p<0.05).
A kemokinek indukalta MMP-2 aktivitas 1.1-, 1.5- és 1.3-szeres ndvekedését figyeltik

meg az IL-1p altal kivaltott valaszhoz képest, sorrendben.
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3.5.2 EGCG hatasa a kemokinek indukalta MMP-2 expressziora RA-ben
Az EGCG, mind a 10 yM és a 20 pM koncentracidban blokkolta a kemokinek &ltal kivaltott
MMP-2 aktivitas fokozodast; a gatlas mértéke ENA-78 esetében 33% ilettve 75%, a gro-a

esetében 52% és 80%, mig RANTES esetében 55% és 84% volt, sorrendben (p<0.05).

4. MEGBESZELES

A RA-ben létrejév6d progressziv izlleti porc- és csontdestrukcid az izilet funkcionals
karosodasdhoz vezet. Koézismert, hogy a MMP-ok és a katepszinek az izlleti
destrukciéban kozponti szerepet jatszé molekulak. A MMP-ok szamos patologiai
folyamatban jelentdséggel biré enzimek, igy példaul szerepik van a tumorsejtek
invaziéjaban, angiogenezisben, atherosclerosisban és RA-ben. Az angiogenezis
kulcsfontossagu folyamat az iziileti szinovidlis hartya burjanzasaban RA-ben. Ehhez az
ECM proteolizise és proliferacidja, az endothel sejtek migracidja, valamint az Uj
matrixfehérjék képzddése elengedhetetlentl fontos.

Az izlleti destrukciéban és az angiogenezisben szerepet jatszé6 MMP-k legfébb forrasa a
szinovialis felszini rétegben jelen Iév6 szinovidlis fibroblasztok. A MMP-ok feladata az
ECM lebontasa; zselatin, kollagének, fibronektin és laminin degradaciéja. A MMP-ok k&zil
a MMP-2 dontb szerepet jatszik az érdjdonképzédésben. Bar a RA-ben betdltétt szerepe
nem teljesen ismert, tébb tanulmany is igazolta jelentéségét. RA-es betegek szérumaban
és szinovialis folyadékaban magasabb MMP-2 szintek mérhetéek, mint osteoarthritises
betegekben. Tovabba, az is ismert, hogy az emelkedett MMP-2 expresszid 6ésszhangban
all a RA szinovidlis fibroblasztok invaziv képességeivel. Ezt ismerve, tanulmanyunkban
arra torekedtiink, hogy jobban megértsik a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2

termelésében szerepet jatszd serkentd és gatlé hatasu tényezéket, in vitro és in vivo.
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A RA-es betegek szinoviumaban lévdé MIF egy proinflammatoérikus hatasu citokin, mely
stimuldlja RA szinovidlis fibroblasztok MMP-1 és MMP-3 expressziojat. A MIF
angiogenezisben betdltétt szerepét szamos in vitro és in vivo tanulmany is alatamasztotta.
Fuggetlentl egymastol, két munkacsoport is leirta a MIF izlleti gyulladasban betdltétt in
vivo jelentéségét. Neutralizalé MIF ellenanyag jelenléte nemcsak késlelteti, de gatolja is
az izlleti gyulladas létrej6ttét egerekben. Hasonl6 eredményeket talaltak MIF -/-
egerekben VT egyedekhez képest. Azonban a MIF széveti destrukciot kivaltd szerepérdl
még keveset tudunk. Tanulmanyunkban ezért, a MIF egy teljesen Uj funkcidjat vizsgaltuk

meg RA szinovialis fibroblasztokban.

Vizsgalatainkban elész6r tanulmanyoztuk a MIF hatasat a RA szinovialis fibroblasztok
MMP-2 termelésére. Korabbrdl mar ismert volt a MIF és a prosztata tumorsejtek MMP-2
expresszidja kozotti pozitiv korrelacié. In vitro modszereket alkalmazva (zselatin
zimografia, ELISA és immunfluoreszcens festés), bemutattuk, hogy MIF indukalja a RA
szinovialis fibroblasztok MMP-2 termelését. Ezen hatas feltételezhetéen szerepet jatszik a

RA-es izileti destrukci6 1étrejéttében.

A MIF MMP-2 termelésben val6 in vivo szerepét MIF -/- és VT egerekben vizsgaltuk ZIA-
ben. Korabbi tanulmanyok demonstraltak hogy a zymosan altal kivaltott izlleti gyulladas
idében két fazisu; kezdeti maximalis értékét egy nap elteltével éri el, majd folyamatos
csokkenés utan a 14. napon egy masodlagos csucsot mutat. Egy nappal a ZIA indukciot
kévetden, csokkent izileti MMP-2 expressziot figyeltink meg MIF -/- egerekben VT
egerekhez képest. Ezen folyamat feltehetéen hozzajarul ahhoz a korabban leirt
jelenséghez, mely szerint a VT egerekkel dsszehasonlitva, egy kevésbé sulyos izlleti
gyulladas jon létre MIF -/- egerekben.

Hasonléan, AglA-ben is jelentds kildnbség mutatkozott a MIF -/- és VT egerek izlleti
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MMP-2 expresszidjaban. A MMP-2-nek mind a pro, mind az aktiv formajat detektaltuk
AglA izlltekben, ezen felll, mindkét forma emelkedett szintjét talaltuk VT egerekben.

A ZIA iziletek immunhisztokémiai festését kévetéen elemeztik a MMP-2-t expresszalo 6
sejt tipusokat, és gy talaltuk, hogy a szinovialis felszini réteg sejtei, a szinovialis felszini
réteg alatti nem limfoid tipusu mononuklearis sejtek és az endothel sejtek expresszaltak
MMP-2-t. Ezen felll, a szinovialis felszini réteg sejtei és a felszini réteg alatti nem limfoid
eredetii mononuklearis sejtek cstkkent MMP-2 expresszidjat is bemutattuk MIF -/-

egerekben.

Tanulmanyunkban ezutan feltérképeztik a MIF indukalta MMP-2 expressziéban szerepet
jatszd szignaltranszdukcios folyamatokat. Bemutattuk, hogy a JNK, PKCd és Src jelatviteli
molekulék inhibitorai gatoljak a MIF A&ltal stimulalt MMP-2 valaszt RA szinovialis
fibroblasztokban. Ezt a medfigyelést tamasztja az is ala, hogy MIF aktivalja ezen jelatviteli
molekulak foszforilaciéjat idéfiggé modon. Tovabba azt is leirtuk, hogy a MIF egy olyan
szignaltranszdukcios kaszkadot indit el, amelyben el6szér a Src, majd a JNK és végiil a c-
jun foszforilaciéja kodvetkezik be. Hasonloan, a PKCd aktivaciéja a Src és JNK molekulak

aktivaciojat kdvetben jon létre.

A RA pathogenezisében szerepet jatsz6 MMP-k egyik funkcidja RA szinovialis
aktiv részvételét hangsulyozta a RA destruktiv fazisaban, melyben a sejtek migracioja,
proliferaciéja és a RA szinovialis fibroblasztok MMP termelése jellegzetes. Munkank soran
ezért a kemokinek szerepét kivantuk tanulmanyozni a RA szinovialis fibroblasztok MMP-2
termelésében. Bemutattuk, hogy bizonyos kemokinek, mint az ENA-78/CXCL5, a gro-

0a/CXCL1 és a RANTES/CCLS5 jelentés MMP-2 expressziét indukald hatassal birnak a RA
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szinovialis fibroblasztokra. Hatasukra, 3.9-5.4-szeres novekedést talaltunk a MMP-2

expressziéban.

Ujabban a kemokinek és kemokin receptorok gatlasa, egy vonzé terapias megkozelités
kronikus gyulladasos betegségekben, és igy a RA-ben. A zéld tea gyulladasgatld hatassal
bir, mint azt korabban epidemioldgiai és allatkisérletekkel alatamasztottak. Az egészségre
kifejtett jotékony hatasat egyik komponensének az EGCG-nek koszdnheti. Korabban
leirtak, hogy EGCG gatolja tumor sejtek MMP-2 és MMP-9 aktivitasat; s bar ismeretlen
mechanizmussal, de csokkenti az izlleti gyulladas mértékét kollagén indukalta
arthritisben in vivo. Tanulmanyunkban bemutattuk, hogy EGCG gatolja az IL-1p és a
kemokinek altal indukalt RA szinovialis fibroblasztok MMP-2 aktivitasat. Az EGCG két
kilénbdzd koncentracidjat alkalmazva megfigyeltik, hogy 33-84%-ban gatolja a

kemokinek altal kivaltott MMP-2 expressziot.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy tanulmanyunkban demonstraltuk a MIF RA
szinovialis fibroblasztok MMP-2 termelésében betdltott jelentds szerepét, amely
feltételezhetéen hozzajarul az izileti destrukcio létrejottéhez RA-ben. A MIF MMP-2
expressziora kifejtett hatasat vizsgaltuk arthritises allatkisérleti modellekben, MIF -/- és VT
egerekben in vivo. Mindezen tul, elemeztik a MIF altal kivaltott RA szinovidlis
fibroblasztok MMP-2 expresszidjaban szerepet jatszé szignaltranszdukcids utvonalakat.
Munkank soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy a JNK, PKC& és Src jelatviteli
molekulak kozvetitik a MIF MMP-2 expressziot stimulalé hatdsat. Tovabba medgfigyeltik,
hogy az ENA-78/CXCL5, a gro-a/CXCL1 és a RANTES/CCL5 kemokinek indukaljak RA
szinovialis fibroblasztok MMP-2 expressziéjat. Ezen utébbi hatast az EGCG gatolja,
sugallva ezzel azt, hogy természetes anyagok, ugyanugy mint farmakologiai agensek is,

gatolhatjak az arhritisben kialakul6 gyulladasos és destruktiv folyamatokat.

15



5. PUBLIKACIOS JEGYZEK

5.1 AZ ERTEKEZEST MEGALAPOZO KOZLEMENYEK

1.

Pakozdi A, Amin MA, Haas CS, Martinez RJ, Haines GK 3rd, Santos LL, Morand
EF, David JR, Koch AE, Macrophage migration inhibitory factor: a mediator of matrix
metalloproteinase-2 production in rheumatoid arthritis, Arthritis Res Ther.
2006;8(4):R132. IF: 4,035

Ahmed S, Pakozdi A, Koch AE, Regulation of interleukin-1beta-induced chemokine
production and matrix metalloproteinase 2 activation by epigallocatechin-3-gallate in
rheumatoid arthritis synovial fibroblasts, Arthritis Rheum. 2006 Aug;54(8):2393-401.
IF: 7,751

Szekanecz Z, Pakozdi A, Szentpetery A, Besenyei T, Koch AE. Chemokines and
angiogenesis in rheumatoid arthritis. Front Biosci 2009 E1, 44-51. IF: 2,989

Pakozdi A, Besenyei T, Paragh G, Koch AE, Szekanecz Z. Endothelial progenitor
cells in arthritis-associated vasculogenesis and atherosclerosis. Joint Bone Spine (in

press) IF: 1,659

5.2 AZ EGYEB TEMAKORBEN MEGJELENT KOZLEMENYEK

1.

Pakozdi A, Rass P, Lakatos P, Szabo Z, Vegvari A, Szanto S, Szegedi G, Bako G,
Szekanecz Z. A D vitamin receptor gén Bsml polimorfizmusa rheumatoid arthritisben
és tarsul6 osteoporosisban. Ca és Csont, 5: 13-22, 2002.

Rass P, Pakozdi A, Lakatos P, Szabo Z, Vegvari A, Szanto S, Szegedi G, Bako G,
Szekanecz, Z.: A D vitamin receptor gén Bsml polimorfizmusanak vizsgalata

rheumatoid arthritisben és tarsul6é osteoporosisban. Ca és Csont, 5: 23-30, 2002.

16



10.

Takacs |, Pakozdi A, Szekanecz Z, Vagvolgyi A, Dezso B, Devenyi K, Sapy P.
Majresectio ritka parazitas fert6zés miatt. Visceralis tipusu larva migrans szindréma.
Orv Hetil, 145: 1333-1336, 2004.

Rass P, Pakozdi A, Lakatos P, Zilahi E, Sipka S, Szegedi G, Szekanecz Z. Vitamin
D receptor gene polymorphism in rheumatoid arthritis and associated osteoporosis.
Rheumatol Int., 26: 964-971, 2006. IF: 1,477

Czirjak L, Pakozdi A, Kumanovics G, Varju C, Szekanecz Z, Nagy Z, Szucs G.
Survival and causes of death in 366 Hungarian patients with systemic sclerosis. Ann

Rheum Dis 67: 59-63, 2008. IF: 6,411

Amin MA, Mansfield PJ, Pakozdi A, Campbell PL, Ahmed S, Martinez RJ, Koch AE.
Interleukin-18 induces angiogenic factors in rheumatoid arthritis synovial tissue
fibroblasts via distinct signaling pathways. Arthritis Rheum. 2007 Jun;56(6):1787-97.
IF: 7,751

Pakozdi A, Howell K, Wilson H, Gonzales L, Black CM, Denton CP, Inhaled iloprost
for the treatment of Raynaud’s phenomenon, Clin Exp Rheum 2008 Jul-

Aug;26(4):709. IF: 2.27

Haas CS, Amin MA, Ruth JH, Allen BL, Ahmed S, Pakozdi A, Woods JM, Shahrara
S, Koch AE. In vivo inhibition of angiogenesis by interleukin-13 gene therapy in a rat
model of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 2007 Aug;56(8):2535-48. IF: 7,751
Amin MA, Ruth JH, Haas CS, Pakozdi A, Mansfield PJ, Haghshenas J, Koch AE.
H-2g, a glucose analog of blood group H antigen, mediates mononuclear cell
recruitment via Src and phosphatidylinositol 3-kinase pathways. Arthritis Rheum.
2008 Mar;58(3):689-95. IF: 7,751

Ahmed S, Marotte H, Kwan K, Ruth JH, Campbell PL, Rabquer BJ, Pakozdi A, Koch

AE. Epigallocatechin-3-gallate inhibits IL-6 synthesis and suppresses transsignaling

17



11.

12.

13.

14.

by enhancing soluble gp130 production. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 Sep

23;105(38):14692-7. IF: 9,643

Rabquer BJ, Pakozdi A, Michel JE, Gujar BS, Haines GK 3rd, Imhof BA, Koch AE.
Junctional adhesion molecule C mediates leukocyte adhesion to rheumatoid arthritis
synovium. Arthritis Rheum. 2008 Oct;58(10):3020-9. IF: 7,751

Besenyei T, Pakozdi A, Vegvari A, Szabo Z, Szekanecz Z. The role of endothelium,
cell migration, chemokines and angiogenesis in inflammatory rheumatic diseases,
Hun Immunol 2008;7(1-2):4-21

Akin-Deko O, Pakozdi A, Evans DT, Jaleel H, Long term suppressive therapy for
genital herpes simplex, Int J STD AIDS. 2009 Feb;20(2):138-9 IF: 1,3

Pakozdi A, Wilson H, Fox S, Black CM, Denton CP, Does long term therapy with
lansoprazole slow progression of oesophageal involvement in systemic sclerosis?,

Clin Exp Rheum (in press) IF: 2.27

5.3 AZ ERTEKEZES TEMAKOREBEN KESZULT ABSZTRAKTOK

1.

Pakozdi A, Amin MA, Martinez RJ, David JR, Koch AE, Macrophage migration
inhibitory factor, a mediator of matrix metalloproteinase-2 production in rheumatoid
arthritis: decreased production of MMP-2 in MIF gene deficient mice, American
College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, San Diego, 2005

Ahmed SA, Pakozdi A, Koch AE, Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) inhibits IL-
1beta-induced chemokine production and MMP-2 activation in rheumatoid arthritis

synovial fibroblasts, Experimental Biology Annual Meeting, San Francisco, 2006

18



5.4 AZ EGYEB TEMAKORBEN KESZULT ABSZTRAKTOK

1.

Pakozdi A, Nihtyanova Sl, Brough GM, Black CM, Denton CP, Clinical and
serological hallmarks of systemic sclerosis overlap syndromes, British Society for
Rheumatology Annual Scientific Meeting, Glasgow, 2009

Pakozdi A, Wilson H, Fox S, Black CM, Denton CP, Does long term therapy with
lansoprazole slow progression of oesophageal involvement in systemic sclerosis?,
British Society for Rheumatology Annual Scientific Meeting, Liverpool, 2008

Pakozdi A, Howell K, Wilson H, Fox S, Gonzales L, Black CM, Denton CP, Inhaled
iloprost for the treatment of Raynaud’s phenomenon, British Society for
Rheumatology Annual Scientific Meeting, Liverpool, 2008

Pakozdi A, Howell K, Black CM, Denton CP, Addition of the short term
phosphodiesterase-5 inhibitor sildenafil to iloprost therapy for scleroderma digital
vasculopathy, American College of Rheumatology Annual Scientific Meeting,
Boston, 2007

Pakozdi A, Howell K, Wilson H, Gonzales L, Black CM, Denton CP, Inhaled iloprost
for the treatment of Raynaud’s phenomenon, American College of Rheumatology
Annual Scientific Meeting, Boston, 2007

Rabquer BJ, Pakozdi A, Michel JE, Imhof BA, Koch AE, Junctional adhesion
molecule-C mediates leukocyte recruitment to the rheumatoid arthritis synovium,
American College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, Boston, 2007

Ahmed S, Kwan K, Pakozdi A, Koch AE, Epigallocatechin-3-gallate downregulates
PGE, mediated production of interleukin-6 in rheumatoid arthritis synovial
fibroblasts, American College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, Boston,
2007

Amin MA, Mansfield P, Pakozdi A, Ruth JH, Morand EF, Santos LL, David JR, Koch

AE, Macrophage migration inhibitory factor plays an important role in inflammatory

19



10.

1.

12.

13.

14.

15.

arthritis models by upregulating monocyte chemoattractant protein-1 and interleukin-
1, American College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, Boston, 2007

Ruth JR, Haas CS, Amin MA, Allen BL, Ahmed S, Pakozdi A, Woods JM, Shahrara
S, Koch AE, IL-13 gene therapy as an effective antagonist of angiogenesis in rat
adjuvant induced arthritis, American College of Rheumatology Annual Scientific
Meeting, Boston, 2007

Ahmed S, Pakozdi A, Koch AE, Epigallocatechin-3-gallate inhibits IL-1B-induced IL-6
production and cyclooxigenase-2 expression in rheumatoid arthritis synovial
fibroblasts in vivo, Experimental Biology Annual Meeting, Washington D.C., 2007
Pakozdi A, Gujar BS, Haas CS, Haines KG, Koch AE, Junctional adhesion molecules
in rheumatoid arthritis: upregulation of JAM-B by TNF-a in RA synovial fibroblasts,
American College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, Washington D.C.,
2006

Amin MA, Mansfield PJ, Pakozdi A, Ruth JH, Campbell PL, Koch AE, Interleukin-18
induces angiogenesis via src and jnk kinase, American College of Rheumatology
Annual Scientific Meeting, Washington D.C., 2006

Czirjak L., Pakozdi A., Kumanovics G., Varju C., Szekanecz Z., Nagy Z., Szucs G.:
Survival analysis in systemic sclerosis. Survival and causes of death in a personal
series of 366 Hungarian patients. 7" Annual European Congress of Rheumatology,
Amsterdam, 2006

Amin MA, Pakozdi A, Mansfield P, Martinez RJ, Koch AE, Interleukin-18 induces
rheumatoid arthritis synovial tissue fibroblast stromal-derived factor-1a production
via p38, phosphatidylinositol 3 kinase, and nuclear factor kappa B, American
College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, San Diego, 2005

Amin MA, Ruth JH, Haas CS, Pakozdi A, Manion T, Koch AE, Soluble Lewis Y/H

Antigen, a novel mediator of monocyte recruitment in rheumatoid arthritis in vitro and

20



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

in vivo via src and phosphatidylinositol 3 kinase pathways, American College of
Rheumatology Annual Scientific Meeting, San Diego, 2005

Szentpetery A, Pakozdi A, Szucs G, Takacs |, Szekanecz Z, Visceralis larva migrans
syndrome in rheumatoid arthritis, Annual National Congress of the Association of
Hungarian Rheumatologists, Sopron, 2005

Szekanecz Z, Vegvari A, Szabo Z, Szanto S, Csepany T, Szucs G, Suranyi P, Veres
K, Soos L, Simon Z, Vancsa A, Pakozdi A, Gaspar L, Soltesz P, Central nervous
system demyelinization in rheumatoid arthritis: common pathogenic pathway? 4"
International Congress on Autoimmunity, Budapest, 2004

Szekanecz Z, Pakozdi A, Matesz K, Dezso B, Csernatony Z, Gaspar L, Szabo J,
Szepesi K, Gaspar L, Total hip prosthesis loosening, Annual National Congress of
the Association of Hungarian Rheumatologists, Budapest, 2004

Pakozdi A, Szekanecz Z, Association of rheumatoid arthritis and LGL leukaemia,
Annual National Congress of the Association of Hungarian Rheumatologists,
Szeged, 2003

Soos, L., Vegvari, A., Pakozdi, A., Szekanecz, Z.: Léfgren syndrome: rheumatology
and pulmonology, Annual National Congress of the Association of Hungarian
Rheumatologists, Szeged, 2003

Szekanecz Z, Rass P, Pakozdi A et al., Vitamin D and estrogen receptor gene
polymorphism in rheumatoid arthritis, Third International Congress on Autoimmunity,
Geneva, 2002

Pakozdi A, Szekanecz Z, Rass P et al., Vitamin D receptor gene polymorphism in

rheumatoid arthritis, Frigyes Koranyi Scientific Conference, Budapest, 2001

21



