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1 BEVEZETES

1.1 Az endothél és a gyulladasos angiogenezis folyamata

1.1.1 A gyulladt iziilet endothéljének pathologiaja inflammatorikus arthritiszekben

Az angiogenesis mar meglévd erekbdl torténd 0 kapillarisok létrejottét foglalja
magaban ¢€s el kell kiiloniteniink azt a vaszkulogenezist6l, melyben a kapillaris érelagazddas
endothelialis prekurzor sejtekb6l (EPC-k) torténik egy primitiv érhaldzatot formalva. Az
inflammatoérikus arthritiszek tipusos betegségek, ahol az angiogenezis a vaszkularis integritas
morfologiai megbomldsdhoz vezet. Ez olyan események sorozatdbdl all, ahol a meglévd
erekbdl rendezetlen mddon uj kapillarisok képzddnek. Ezt a 1épcsdzetesen kontrollalt
folyamatot az angiogenezist serkent6 és gatlo regulatorok egyensulyanak felborulasa iranyitja,
amely folyamatos atépiiléssel jar. Az angiogén medidtorok a receptorukon keresztiil
aktivaljdk az endothélsejteket kiilonbozd jelatviteli Utvonalakat bekapcsolva. Az aktivalt
sejtek protedz enzimeket termelnek, amelyek karositjak az endothél bazalis membranjat és az
intersticiumot, igy egy ateresztébb endothél kialakulasahoz vezetve. A kritikus valtozéasok,
mint a vazodilatacio és permeabilitdsfokozodas érsériilést, majd kdvetkezményes regeneraciot
eredményez. Az endothélsejtek migralnak és 1) kapillariskezdeményeket formalnak. A
kapillariskezdemény kozépvonalaban proliferacid €s intenziv mitdzis, a végeknél pedig
migracios folyamatok zajlanak. Két kapillariskezdemény végeinek egyesiilésével végiil 1j
lumen formalodik. A kapillarishurok-képzddés az 0j bazalis membran megjelenésével és az ér
pericytak altal elGsegitett stabilizacidjaval fejezédik be. A szinovialis oxigénellatottsag
szegényes marad a rendezetlen mikrovaszkulatira kialakuldsa miatt. Ez a gyulladas helyén
levd, valamint a helyszinre tor6 immunsejtek megnovekedett energiaigényének kdszonhetden
hypoxids mikrokdrnyezet 1étrejottét és a mitokondrialis miikodés felborulasat vonja maga

utan.

1.1.2 Gyulladasos mediatorok az iziiletben

Szamos gyulladasos citokin, kemokin, kemokin receptor, protedzok, matrix
molekulak, novekedési faktorok és adhézids molekulak szerepét igazoltdk a gyulladt szovetek
érujdonképzddésében. Ebben a fejezetben azokrol targyalunk bdvebben, amelyek az

angiogenezis eldsegitésében €s a fenntartasaban fontosak.



Az érajdonképzOdés folyamata ndovekedési faktorok (GF), mint a vaszkularis
endothélidlis novekedési factor (VEGF) ¢és angiopoetin-2 (Ang2) szintjének
A VEGF-nek kiemelt szerepe van az uj erek képzédésében. Az Ang2 a Tirozin Kindz
Receptor-2 (Tie2) parcialis agonistija és az angiopoetin-1-el (Angl) a Tie2 kotéhelyekért
versengve (az Angl teljes agoinsta hatasaval ellentétben) egy lényegesen alacsonyabb Tie2
aktivitas kivaltoja. Az Ang2-Angl egyensulya Szabja meg a Tie2 aktivacidjanak fokat, és az
Ang?2 tulsulya az erek érési folyamata ellen hat, VEGF jelenlétében pedig egy hibas
kapillariselagazodast segit el6. Tobbféle VEGF izoforma létezik, a VEGF-A-t tekintik az
angiogenezis fo regulatoranak. Egyéb szabalyozé molekulak, melyek VEGF altali vagy attol
fiiggetlen utvonalon hatnak, az interleukinok (IL), igy az IL-6, IL-17, IL-18 és a nitrogén-
monoxid, endothelin-1, monocyta/makrofag migraciot gatlo faktor (MIF), placenta GF (PIGF),
fibroblaszt GF (FGF-1 and FGF-2), epidermalis GF (EGF), hepatocyta GF (HGF), heparin-
koté endothélialis novekedési faktor (HB-EGF), keratinocyta GF (KGF), inzulinszeri GF-1
(IGF-1), kotészoveti GF (CTGF), thrombocyta-eredtti GF (PDGF), valamint a transzformalo
GF-B (TGF-B). Az ér maturaciés folyamata soran az Angl fontos szerepet tolt be a pericytak
begylijtésében az Gjonnan formalt bazalis membran koré, igy segitve a keringés helyi

beindulasat.

A 16 proinflammatorikus és proangiogén citokinek a tumor nekrézis faktor-a (TNF-a),
interleukinok (IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, IL-17, IL-18), granulocyta kolonia stimulalé faktor (G-
CSF), granulocyta-monocyta kolonia stimulalo faktor (GM-CSF), és onkosztatin M i
kifejthetnek az endothélre gyakorolt kozvetlen hatast, vagy pedig a gyulladasos sejtekbol

crer

A kemokineknek és kemokin receptoroknak szintén fontos szerepe van az
inflammatorikus angiogenezis progresszidjaban, és az inflammatorikus arthritiszek kapcsan
mar szamos képviseldjiik bemutatasra keriilt a CXC, CC, C és CX3C csaladok tagjaibol.
Egyesek erds kifejezodést mutatnak az iziileti belhartya szoveti felszinén. A kemokinek
kozvetetten is eldsegithetik az értijdonképzddési folyamatot a kiilonb6zd immunsejteknek a

gyulladas helyszinére torténd kemoattrakcidjaval.

Az extracellularis matrix molekuldak (ECM) és sejtadhézios molekulik (CAM), a

thrombospondin-1 (TSP-1) glikoprotein kiilonb6z6 jelatviteli utvonalon keresztiil regulaljak



az endothélidlis adhéziot €s neovaszkularizaciot. Egyes novekedési faktorok proteoglykanokat

kotnek az angiogenezis soran.

A proteazok az ECM-t emésztik, igy elosegitve a novekedési faktorok és egyéb

angiogenezis mediatorok felszabadulasat és kovetkezményes gyulladasos érijdonképzddést.

Az egyéb fontos angiogenezist befolyasol6 faktorokat nem targyaljuk részleteiben, mivel

kutatasaink ezek vizsgalatara nem terjedtek ki.

1.1.3 A szinovialis angiogenezist befolyasolé tényezék

A hypoxia-HIF-VEGF-Ang/Tie rendszernek  kiemelkedd jelentdsége van az
inflammatorikus  arthritiszekhez tarsult angiogenezis kapcsan. A hypoxia a sejtek altali
oxygénhianyos allapot, melynek soran a molekularis oxigén hidnya feliilmulja a keringés altal
nyqjtott oxigénkinalatot és ezaltal egy bioenergetikai krizishelyzetet general. A rheumatoid
szinoviumban kialakuldé hypoxia mechanizmusaira 3 hypotézis elmélet probal magyarazatot
adni: egyrészt a szinovidlis hyperpldzia, a gyulladdsos folyadékgyiilem és a merev iziileti tok
hatasara a kis kapillarisok elzarodnak; masrészt a migracid és proliferacid miatt a sejtek és
kozeli erek kozotti tavolsag megnd, igy a metabolikus igény is megemelkedik; valamint az
angiotenzin konvertdz enzim elGsegiti az angiotenzin II termelését, amely kovetkezményes
vazokonstrikcioért és a hypoxia romlasaért felel. Az arthritiszben wjonnan képzédott erek
rendellenes miikodéstiek és nem képesek a szoveti oxigénegyensuly fenntartdsira ezzel a
szinovialis szovetet és a szinovialis folyadékot hypoxias allapotban tartjak. Ez a gyulladasos
szovetben angiogén stimulusként szolgal, és a betegségaktivitas fokozddasaval ¢€s a
neovaszkularizaciot elésegité VEGF expresszidjanak erdsodésével jar. A hypoxia kedvez a
helytelen sejtmetabolizmusnak és a mitokondriumok rendellenes miikddésének, a reaktiv
oxigénvegyiiletek (ROS) talprodukciojaval és a gyulladas fokozodasaval jar, amely végiil egy
éretlen, instabil mikrovaszkulatira 1étrejottét facilitalja. Az angiogén faktorok (mint példaul a
VEGF) akkumulaciojat a hypoxia és a hypoxia indukalta faktorok (HIF-1 and HIF-2) segitik.
A HIF HIF-a és HIF-B egységekbdl all. A HIF-a harom izoforméja koziil a HIF-1a és HIF-2a
struktaralis és funkcionalis hasonlosdgokat mutat, melynek alapjan elmondhatd, hogy
hypoxias kornyezetben mindketté képes a sejtmagba transzlokalédni és a HIF-1p-val
dimerizalodni. Ez a heterodimer a hypoxiara érzékeny DNS régiokhoz (HRE) kotodik és
kiilonbozé gének atirasat inditja el. Ezek koziil a legfontosabb target gén a VEGF.

Normoxiaban a HIF-a-t prolyl-hydroxilazok hydroxilaljak, amely azutan proteoszomalis

3



degradacion megy keresztiil, azonban hypoxia esetén ez a hydroxilacios folyamat gatolva van
¢és ez a HIF-1la stabilizacidjahoz, HIF-1B-val torténd dimerizécidjdhoz és HRE-t tartalmazé
gének kovetkezményes transzkripcidjahoz vezet, Mind HIF-1a és HIF-2a erés expressziot
mutatnak a rheumatoid arthritiszes (RA) szinovialis szévetben. A széveti hypoxia azonban
HIF-tol fliggetlen jelatviteli utakon keresztiil is hathat, mint példaul a peroxiszoma-
proliferator-aktivalt-y receptorokon (PPAR-y) at. Az Angl-Tie2 komplex a VEGF-en
keresztiili interakcidval stimuldlja az érstabilizalast és értijdonképzddést. Ezzel ellentétben az
Ang?2 az Angl antagonistdja, az erek érési szakaszat gatolja. Mind Angl, Tie2 ¢és VEGF
kimutathatéak az RA szinoviumban mar a betegség korai szakaszaban. A hypoxia tovabba

elosegiti a CXCL12 angiogén kemokin RA szinovialis fibroblasztok altali termelését is.

1.1.4 Angiogén mediatorok mint terapias célpontok és angiosztatikus szerek

A VEGF-fiiggd jelatviteli utonalakat mar széles korben megcéloztak a VEGF és
VEGF receptor (VEGFR) inhibitorok - féként daganatkutatasokban torténd - alkalmazasaval.
Limitalt szadm® preklinikai vizsgalat is rendelkezésre 4ll egerek kollagén indukalt
arthritiszében tanusitott igéretes eredményekkel. Egy bispecifikus Ang2 ellenes, genetikailag
adalimumabhoz fuzionalt peptid névelte az anti-TNF hatékonysagot. A HIF-1 arthritiszben és
daganatokban valé megcélzasat is leirtak mar.

Indirekt tamadds a konzervativ reumatologiai terapids szerek dltal: Ezek a szerek
nem-specifikusan szuppresszaljak az angiogenezist. Az infliximab altali TNF-a blokad
csokkentette a VEGF, Angl és Tie2 expressziojat, valamint az RA szinovium vaszkularitasat.
A certolizumab-pegol gatolja a TNF-fliggd angiogenezist. Az anti-IL-6 receptor antitest
tocilizumab is csokkentette a szérum VEGF szintjét RA-ban. A JAK-inhibitor tofacitinib a
migracio, invazido és proangiogén citokinszekrécio gatlasat eredményezte pszoriazisos
arthritiszben in vitro. Az IL-17 szerepe is felmeriilt a gyulladasos angiogenezisben, igy az IL-

17 blokad is igéretes célpont lehet a joviben.

A kiilonféle kemokin ligandok elleni neutralizald antitestek alkalmazasa is terapias és
preventiv elényokkel jart mar szamos allati RA modell esetén. A kemokin halozatban
megtalalhatd komplex regulaciés atkapcsolasok miatt ezen torekvések azonbn human RA

esetén nem jartak sikerrel.



Az antibiotikumok dltali célzas - minocyclin, fumagillin anal6gok, valamint,
deoxyspergualin, roxithromycin és clarithromycin - szintén angiogenesis gatld hatasu és
csokkenti and VEGF felszabadulasat.

A tradiciondlis herbaridk szerepét is vizsgaltdk az angiogenezis szabalyozasaban. A
szkopolin, celasztrol, fisztein, rezveratrol, kurkuma, és tetramethylpyrazine gatolja az

angiogén citokinek produkciojat egér arthritisz modellek esetén.

1.1.5 Intracellularis utvonalak és potencialis terapias célpontok

Szamos jelatviteli Gtvonal szerepét (NFkB, MAPK, PI3K, ICOS, JAK/STAT, FAK,
Src, Spk-1, Notch, neurologiai jelatvitel) hangstlyoztak a gyulladasos arthritiszek
angiogenezisének pathogenezisében, s ezek gatlasat foként daganatos betegségek esetén

vizsgaltak, de par adat arthritiszkutatasokbdl is rendelkezésiinkre all.

1.2. Autoimmun-inflammatorikus atheroszklerozis

1.2.1 Autoimmun atheroszklerozis, mint a gyulladasos arthritiszekhez kapcsolt

felgyorsult angiogenezis szisztémas manifesztacioja

Az RA ¢és mas inflammatorikus arthritiszek emelkedett kardiovaszkularis
morbiditdssal és mortalitdssal jarnak, ami az autoimmun atheroszklerdzis folyamatainak
koszonhetd. Szamos immunsejt, proinflammatorikus citokin, kemokin, novekedési faktor,
proteazok, oldott vagy sejtfelszini adhéziés molekuldk és mas medidtorok is jelentds
szereppel birnak az inflammatorikus atheroszklerdzis és angiogenezis szabalyozasaban. Ezek
koziil egyesek a vaszkularis események potencialis biomarkereiként is megéllnék a helyiiket.
Tradicionalis és gyulladasos rizikotényezOk josoljak meg az artritiszhez kapcsolt
atheroszklerozis 1étrjottét, és azt is feltételezik, hogy RA-ban a vaszkulatura patholdgidja a
felfokozott szisztémas gyulladds kovetkezménye. A tradiciondlis rizikéfaktorokat nem
targyaljuk, mivel a gyulladdsos utvonalak relevansabbak a biomarkerek szempontjabdl.
Szamos patholdgias mechanizmus atfedést mutat az arthritisz és az inflammatorikus
atheroszklerozis kozott. Mind a gyulladt szinoviumot, mind pedig az érfalakat

inflammatorikus sejtek infiltraljak kovetkezményes endothélialis aktivacid kiséretében. A



szinovialis gyulladas és az atheroszklerotikus plakk-formacid, -progresszidé és -ruptira
inflammatorikus T-sejtek és makrofagok altal medialt folyamat. A szinovialis gyulladas a
hypoxia indukalta neovaszkularizaci6 és angiogén hatasa VEGF produkcioja altal erésodik.
Az angiogén faktorok szintjének megemelkedése és az érijdonképzddés a rupturakockazat
elovetitje. A végsd szoveti degradacios folyamatot matrix metalloproteindzok katalizaljak
mind pedig az iziileti destrukcido soran. A genetikai, kornyezeti valtozasokhoz kot6do
tényezok €s az autoimmunitas haromszoge befolyasolja a szinovidlis gyulladast és az
atheroszklerozist egy olyan szisztémas gyulladas kialakitasaval, amely endothélialis

diszfunkciohoz, arterialis merevséghez és atheroszkler6zishoz vezet.

1.2.2 Szisztémas inflammatoérikus és angiogén mediatorok autoimmun atheroszklerozis

esetén

A szinovialis gyulladds és az autoimmun atheroszklerdzis soran is kulcsfontossagil
esemény a gyulladdsos sejtek és mediatorok helyi felhalmozodasa. Szamos, ebbdl a
szempontbol jelentés gyulladasos faktort azonositottak, és elmondhatd, hogy a
proinflammatdrikus mediatorok tobbsége angiogén hatéassal is rendelkezik. Munkacsoportunk
¢és mas szerzOk 1is vizsgaltdk ezen medidtorok autoimmun atheroszklerdzisra €s
kardiovaszkularis betegségekre (CVD) kifejtett szerepét. A kiilonféle proangiogén faktorok
(VEGF, PDGF, FGF, HGF) altal indukalt érfali neovaszkularizaci6 segiti az atheroszklerozist.
Tobb proinflammatorikus citokin, kemokin, adhézids molekula, protedzok és egyéb faktorok
szerepe lett leirva a gyulladdsos szinoviumban ¢és a szisztémads atheroszklerdzis angiogén
folyamataban. Egy korabbi viszgalat emelkedett VEGF, Ang2 és PDGF szinteket demonstralt,
melyek pozitivan korrelaltak a hosszabb RA betegségtartammal. A megndvekedett Angl és
Ang2 szintek szintén pozitivan korreldltak a magas C-reaktiv proteinnel (CRP), a szérum
PDGF magas koncentracioi pedig a megndvekedett carotid intima-media vastagsaggal
(ccIMT).

2 CELKITUZESEK

2.1 Els6 Vizsgalat



Ezen vizsgalatban a defektiv angiogenezis, oxidativ stressz, megvaltozott cellularis

bioenergetika és  mitokondridlis  diszfunkcid  kozotti  kolcsonhatast  vizsgaltuk

infmlammatorikus arthritiszek esetében. Erre a célra RA szinovialis fibroblaszt sejteket

(RASFC) ¢és humén endothélialis (HUVEC) sejteket tanulméanyoztunk a kovetkezok

igazolasara:

az oxidativ stressz karos hatdssal van a sejtmetabolizmusra az aerob és anaerob

1égzési folyamatok soran RASFC és HUVEC sejtek vizsgalata esetén

A megvaltozott bioenergetika fokozza a ROS produkciot, noveli a mitokondrialis
pontmutacidokra valdé DNS érzékenységet és a mitokondrialis komplexek

aktivitascsokkenését vonja magaval RASFC vizsgalata esetén

a proinflammatérikus és proangiogén valaszok fokozodnak, amennyiben RASFC

oxidativ stressznek van kitéve

az angiogenezis, oxidativ stressz €s a megvaltozott energiametabolizmus egyideji

kolesonhatésa igazolhatd humén RA szinovialis szovet vizsgalataval

a tumor nekrozis faktor gatld (TNFi) terapia képes a szinovialis angiogenezis

csokkentésére RA-s betegeknél.

2.2 Masodik Vizsgalat

RA-s és AS-s betegek bevonasaval a kovetkezOket tanulmanyoztuk, hogy az

inflammatorikus arthritiszekhez kapcsolt angiogenezis szabalyozasanak komplexitasarol

kozelebbi képet nyerjiink:

Egy év hosszisagu TNFi terapia hatdsa a szérum angiogenezis biomarkereinek
termelddésére

Az angiogén biomarkerek 4altal jelzett angiogén aktivitds mértéke az
atheroszklerozisra, vaszkularis patofizioldgiara, oralis egészségre €s par egyeb

klinikai paraméterre vonatkoztatva.

Kutatasunk ezen része még nem kertilt folyoiratban torténd publikalasra.



3 MODSZEREK

3.1 Elso Vizsgalat

3.1.1 Betegek gyiijtése, térdiziileti arthroszkopia és szinovialis szoveti minta nyerése

Tizendt aktiv térdiziileti gyulladdssal rendelkez6 RA-s beteg keriilt kivalasztasra a
vizsgalatok helyszinén: Reumatoldgiai Tanszék, St. Vincent’s University Hospital, Dublin,
frorszag. Betegégiilk a betegségmodositd szerek hasznalatara rezisztensnek bizonyult és
biologiai terapia elinditasara vartak. Négyvaltozos betegégaktivitasi index (DAS28-CRP)
kertilt kiszamitasra a viziteken (TO és T3) a nyomasérzékeny és duzzadt iziiletek, a beteg altal
értékelt globalis egészségbecslés (PGH) és a C-reaktiv protein (CRP) hasznalataval. A
betegek térdiziileti arthroszkopian estek at a bioldgiai terapia elkezdése el6tt (T0), majd 3
honappal azt kovetéen (T3). Szinovialis szoveti (ST) biopsziakat gytjtottink primer

szinovialis fibroblasztok izolalasaval a kés6bbi szovettani vizsgalatok céljara.

3.1.2 Rheumatoid arthritisz szinovialis fibroblaszt sejtek (RASFC) tenyésztése

Az arthroszképia soran nyert RASFC-t 1 mg/ml 1-es tipust kollagenazzal
(Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA) Gibco RPMI 1640 médiumban (Thermo
Fisher Scientific, Paisley, UK) emésztettiik 4 6ran keresztiil 37 °C-os homérsékletben és 5 %
CO,-t tartalmazo nedvesitett levegé kornyezetében. A szétvalt sejteket RPMI 1640 médiumot
tartalmazé steril milanyagflakonokba helyeztiikk a kovetkez6k hozzaadasaval: 10 % Gibco
FCS (Thermo Fisher Scientific), 20 mM 4-(2hydroxyethyl)-1-piperazinethanszulfonsav
(Thermo Fisher Scientific), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 U/ml) és amphotericin B
(Fungizone 0.25 pg/ml; (Invitrogen, Plymouth, MN, USA). A sejteket konfluenciaig
novesztettiik és a 4. és 7. elvalasztas kozott hasznaltuk fel. A RASFC-t 96 lyuku csiklmezekbe
és T25 flakonokba helyeztiik és 4-hydroxynonenal (4-HNE) (2.5 uM; Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA) jelenlétében (a lipidperoxidacionak egy magas reaktivitasa
produktuma) vagy bazalis tapoldatban (0.1 % ethanol) tenyésztettiik. A kisérleteinkben
hasznalt 4-HNE koncentracio kivalasztasanal korabban publikalt sejtviabilitasi vizsgalatok

eredmeényeit vettiik alapul. A stimuldciot kovetéen a felfokozott oxidativ stress ténye, a



mitokondrialis diszfunkcié és angiogén valaszok keriiltek megitélésre, ahogyan azt majd a

késdbbiekben bemutatjuk.

3.1.3 Human koldokvéna endothelialis sejtek (HUVEC) tenyésztése

HUVEC (Lonza, Walkerville, MD, USA) sejteket inkubaltunk gazdagitva MCDB
(Thermo Fisher Scientific) L-glutamin (Thermo Fisher Scientific), 0.5 ml epidermalis
novekedési faktor (Thermo Fisher Scientific), 50 ml FCS (Thermo Fisher Scientific), 0.5 ml
of hydrokortizon, penicillin (100 U/ml; Bioscience), streptomycin (100 U/ml; Bioscience) és
Fungizone (0.25 pg/ml; Bioscience) hozaadasaval. A sejtek 37 °C-on parasitott leveg6ben 5
% CO, jelenlétében lettek tenyésztve, majd tripszin-ethyléndiamintetraccetsav (Lonza)

hozzédadasaval szétvalasztva. A sejteket a 20. és 30. szétvalasztas kozott hasznaltuk fel.

3.1.4 Oxigénfelhasznalasi sebesség (OCR) és extracellularis acidifikacios rata (ECAR)

Seahorse technologiaval vizsgalva

Az OCR ¢és az oxidativ foszforilaciot (OXPHOS) és glikolizist jellemzé ECAR
keriiltek mérésre oligomycinnel (2 pg/ml), trifluorokarbonylcyanid phenylhydrazonnal
(FCCP; 5 uM), antimycin A-val (2 puM) és 2-deoxygliikkozzal (2-DG; 25 mM) valé kezelés
elétt és azt kovetden Seahorse XF24 analizistechnologia segitségével (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). RASFC és HUVEC 30000 sejt/lyuk konfluenciaig lett tenyésztve
Seahorse XF96 lyuku mikrolemezekre (Agilent Technologies) a transzfert kovetd 24 oOras
adhézio kiséretében. A sejteket assay médiummal oOblitettitk (nem bufferelt DMEM 10 mM
glikézzal, 1 mM natrium-pyruvattal és 2 mM L-glutaminnal, pH 7.4) miel6tt azokat
ugyanezzel a médiummal 30 percig COz-mentes inkubatorban 37 °C-on inkubaltuk. Az
inkubaciot kovetden a sejteket 4-HNE-vel (2.5 uM) és bazalis tapoldattal stimulaltuk 2 6ran
keresztiil. Négy bazalis OCR és ECAR mérést végeztiink 28 perc alatt a specifikus
metabolikus inhibitorok hozzaadasa elétt. A RASFC és a HUVEC metabolikus kapacitasat
figyelve tovabbi harom OCR és ECAR mérést végeztiink 15 perc alatt az oligomycin, FCCP,

antimycin ¢és 2-DG injektalasat kovetden.

3.1.5 In vitro mitokondrialis diszfunkcio és mitokondrialis DNS mutagenezis vizsgalata



A ROS produkci6 DCFDA Celluléris Reaktiv Oxigénvegyiilet Detektald Assasy Kit
(Abcam, Cambridge, UK) segitségével lett mérve. RASFC sejteket tenyésztettiink tiszta alja,
sOtét oldala 96 lyuku csiklemezekre 2.5%104 sejt/lyuk denzitasban éjjeli adhézioval. Masnap
a sejteket 1x bufferoldattal mostuk, majd 25 uM 2',7'-dichlorofluoreszcin-diacetattal festettiik
1% bufferben 45 percen keresztiil 37 °C-on és 5 % CO, jelenlétében. A festést kdvetden a
sejteket Gjra mostuk, majd 4-HNE-vel kezeltilk 37 °C-on 5 % CO; jelenlétében. A ROS
fluoreszcencia szignal SpectraMax Gemini rendszer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) segitségével lett mérve 485 nm és 538 nm-en egylittesen. Minden egyes allapotnal négy
lyuk fluoreszcencia mérésével kapott atlagértékeit vizsgaltuk. A 24 6ras 4-HNE stimulusnak
kitett RASFC random muticiok gyakorisdganak megitélésére mitokondridlis random
mutacios befogasi vizsgalatot hasznaltunk. A mitokondrialis DNS-t (mtDNS) egy el6z6ekben
leirt protokoll alapjan extrahaltuk. Ezt kovetden 10 pg mtDNA-t emésztettiink 100 U Taqal
restrikcios enzimmel (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 1x bovin szérum
albuminnal és Taqal-specifikus emésztébufferrel (10 mM Tris HCI, 10 mM MgCI2, 100 mM
NaCl, pH 8.4) 10 oran keresztiil ugy, hogy 100 U Taqoal-et adtunk az elegyhez minden
ordban. A PCR amplifikéciot 25-ul reakcioelegyeken hajtottuk végre, melyek 12.5 pl of 2x
SYBR Green Brilliant Master Mix-et (Stratagene, La Jolla, CA, USA), 0.1 pl uracil DNS
glikozilazt (New England Biolabs), 0.7 pl forward és reverz primereket (10 pM/ul; Integrated
DNA Technologies, Skokie, IL, USA) és 6.7 ul of H,O-t tartalmaztak. Roche LightCycler
480 Eszkozt (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) hasznaltunk az amplifikalasra a
kovetkez6 ciklusprotokoll alapjan: 10 perces 37 °C-0s, 10 perces 95 °C-0s, majd 45 darab 15
masodperces 95 °C-os, végiil 1 perces 60 °C-0s ciklusok. A mintakat 72 °C-on tartottuk 7
percig és olvadasi-gorbeanalizist kdvetden azonnal -80 °C-ra helyeztiik. A hasznalt primer
szekvencidk a  kovetkezék  voltak: mtDNS  masolatszamra 5-ACAGTTTATG
TAGCTTACCTCC-3' (forward) és 5-TTGCTGCG TGCTTGATGCTTGT-3' (reverz); a
random mutéaciokra, 5-CCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGC-3" (forward) és 5'-
GCGCTTACTTTGTAGCCTTCA-3' (reverz).

3.1.6 Mitokondrialis komplex 1-V aktivitas vizsgalata

Mitokonrialis complex -V OXPHOS aktivitasi assay kitet (Abcam) alkalmaztunk a 4-
HNE direkt mitokondrialis komplexekre kifejtett hatdsainak megitélésére a légzési lancban.
Ezek a vizsgalatok OXPHOS komplexekben gazdag marha sziv mitokondriumok
felhasznalasaval folytak. Az |-V mitokondrialis komplexek aktivitdsanak mérése a Kit
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hasznalati atmutatoja szerint zajlott a kiilonb6zo koztes termékek abszorbanciacsdokkenésének
meghatarozasaval 340-600 nm-es optikai denzitasok mellett. Minden komplex esetében
grafikusan abrazoltuk a 4-HNE modulélta komplex enzimaktivitds szdzalé¢kos csokkenését a

bazalis enzimaktivitashoz képest.

3.1.7 Proangiogén mediatorok kvantifikalasa RASFC kultraban

Az oxidativ stressz hatasat a VEGF, Ang2, PDGF-B, bFGF, IL-8, RANTES, ICAM
faktorok expresziojara RASFC 96 lyukt csiklemezekre torténd tenyésztésével vizsgaltuk. A
24 orara széruméheztetett konfluens RASFC tenyészetet 0jabb 24 orara 4-HNE-vel
inkubaltuk. A feliilusz6 folyadékot eltavolitva mértiik abban a szekretalt proteinek szintjét
MSD moddszerrel (Meso Scale Discovery, Rockville, MD, USA) vagy specifikus
enzimkapcsolt immunoszorbens modszerrel (ELISAs) (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA).

3.1.8 Az oxidativ stressz altal aktivalt RASFC stimulal6 hatisa HUVEC proangiogén

mechanizmusaira

Annak vizsgélatara, hogy az oxidativ stressz 4ltal aktivalt RASFC tovéabbi
proangiogén mechanizmusokat aktival-e HUVEC kulturat vizsgaltunk. RASFC-t stimulaltunk
4-HNE-vel 24 o6ran at, majd a feliilaszot (4-HNE RASFC-CM) eltavolitottuk. Bazalis
tapoldatként (bazalis RASFC-CM) olyan fibroblaszt feliiluszot hasznaltunk, melyet 4-HNE
stimulus nélkiil tenyésztett RASFC sejtkultirabol nyertiink. Ezt kovetéen HUVEC
sejtkulturakhoz 4-HNE RASFC-CM 10 %-os oldatat vagy bazalis RASFC-CM-t adtunk.
Annak megitélésére, hogy a HUVEC-re gyakorolt angiogén hatasok nem a 10 %-0s RASFC-
CM-ben levé 4-HNE-nek koszonhetdk HUVEC-et 4-HNE-t tartalmaz6 RPMI 1640
tapoldattal is tenyésztettiink, melyben a 4-HNE concentracioja (0.25 uM) megegyezett a 10
%-0s 4-HNE RASFC feliiliszoéval. A HUVEC RASFC-CM-val és RPMI oldattal valo 24

crcr

részletezett modon.

A HUVEC invazio vizsgalatara BD BioCoat Matrigel invazios kamrakat (BD
Biosciences, Wokingham, UK) hasznaltunk. A a migracioés kamraban a sejteket 2.5x104/lyuk

denzitasig 8-um-es Matrigéllel eldkezelt membranokon tenyésztettiik. A migraciés kamra
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lyukaiba 10 %-0s 4-HNE RASFC-CM-t vagy 4-HNE RPMI-t tartalmazé tapoldatot adtunk és
a sejteket 48 oOraig migralni hagytuk. A nem migraldé HUVEC sejteket eltavolitottuk a
felszinr6l. Az invaziot mutatd letapado sejtek az als6 membranhoz kotddtek, ezeket 4 %-o0s
paraformaldehyd oldattal fixaltuk és 0.1 %-os kristalyibolya festékkel festettikk. Az invaziv
HUVEC éatlagos szamanak megallapitasara a sejteket 5 random nagynagyitasu feliileten

szamoltuk.

A HUVEC csoképzés vizsgalatdhoz jégen elohiitott 96-1yuku csiklemezeket Matrigéllel
(50 upl; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) boritottunk és 30 percig polymerizalédni
hagytunk 37 °C-on, parasitott 5 % CO,-t tartalmaz6 levegében. A HUVEC sejteket tripszines
emésztéssel szétvalasztottuk, majd 4x104 sejt/ml koncentracidban reszuszpendaltuk
endothélialis sejtndvekedési tapoldatban. Otszaz mikroliter sejtszuszpenziot adtunk minden
egyes kamrahoz 10 %-0s 4-HNE RASFC-CM vagy 4-HNE RPMI jelenlétében és 8 orara
inkubaltuk. A cs6analizist 6t szekvencialis feliileten nézve (10x-es nagyitasban), a fokuszt a
Matrigél felszinére allitva, két fliggetlen szamlalo végezte és két kiilonallo endothélsejt

kozotti athidalo 6sszekotd ag szamitott 1 csonek.

A HUVEC sebgyogyulas vizsgalata soran HUVEC-et konfluencidig tenyésztettiink 24
lyukti csiklemezekre. Egy steril pipetta hegyével minden lyuk kozepére egy folytonos
karcolasi sériilést ejtettiink, majd a sejteket 24 oraig 10 %-0s 4-HNE RASFC-CM-val vagy 4-
HNE RPMI-vel stimulaltuk. A sériilésen keresztiili HUVEC migraciot 8 6ra mulva mértiik és
analizisét végeztik el és x10 nagyitas képeket készitettiink. Az atlagos sebzarodast
manudlisan kalkuléltuk minden seb harom kiilonb6z6 mérésének atlagabol. A seb mérésénél a
0. idépontban latott karcolast 100 %-ban nyitottnak tekintettiik. Innen az Osszes karcolas

zarddasanak szazalékos aranyat kalkulaltuk.

A HUVEC proliferaciot kristalyibolya sejtproliferacios vizsgalattal tanulmanyoztuk.
HUVEC-et tenyésztettiink 5000 sejt/lyuk denzitasban 96 lyuku csiklemezekre és 37 °C-on 5
% CO; jelenlétében éjszakara inkubaltuk. Masnap a sejteket 10 %-0s 4-HNE RASFC-CM-val
vagy 4-HNE RPMI-vel 24 o6ran at stimulaltuk, majd PBS-ben mostuk, 4 %-0s PFA-ben
fixaltuk és 1 %-os kristalyibolya oldattal festettilk. Ezt kovetden a lemezeket csapvizzel
mostuk és éjszakara szaradni hagytuk. A sejteket ezutan 1 %-0s Triton X-100 oldatban
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), reszuszpendaltuk, és a sejtszam mikrolemez olvaso

segitégével lett kvantifikalva 550 nm-es OD-n.
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Végiil a kovetkez6 modon kvantifikaltuk a HUVEC altal termelt pro-angiogén
mediatorokat. HUVEC-et 96 lyuku csiklemezekre tenyésztettiink és 37 °C-on és 5 % CO,
jelenlétében allni hagytunk. A kovetkez6 napon a sejteket 10 %-0s 4-HNE RASFC-CM-val
vagy 4-HNE RPMI-vel 24 érara inkubaltuk, majd a feliiluszokat eltavolitottuk és a szekretalt
proteinek szintjét (Ang2 és PDGF-BB) ELISA moddszerrel kvantifikaltuk (R&D Systems).

3.1.9 RASFC és szinovialis szovet (ST) immunofluoreszcens festése

RASFC kultarat 24 6ras 4-HNE-vel vald stimuléciot kdvetden immunfluoreszcens
festéssel vizsgaltunk. A VEGF immunfluoreszcencia vizualizalasara a sejteket 4 %-0s PFA
oldataval fixaltuk ¢és primer nyul VEGF elleni antitestekkel (Abcam) festettik. Az
angiogenezis, oxidativ stressz és sejtbioenergetikai valtozasok markereinek Szinovialis
koexpresszidjat szintén immunfluoreszcens technikat alkalmazva vizsgéltuk fagyasztott
metszeteken. a ST metszeteket acetonban fixaltuk 10 percig, majd a kdvetkezd antitestekkel
inkubaltuk: primer egér antitest 4-HNE ellen (GENTAUR, Kampenhout, Belgium), primer
nyul antitest VEGF, Ang2, Tie2, ATP5B ¢s gliikoz transzporter-1 (GLUT1) (mind Abcam),
glyceraldehyd 3-foszfat dehydrogenaz (GAPDH) (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) és
pyruvat kinaz izozym 2 (PKM2) (Abgent, San Diego, CA, USA) ellen. A RASFC és ST
mintdkat egy éjszakdn keresztiil egy parasitott kamraban inkubaltuk, majd masodlagos
antitestekkel kezeltiik 60 percig: Invitrogen Alexa Fluor 488-konjugalt kecske antitest,
Invitrogen Superclonal™ anti-egér antitest (Thermo Fisher Scientific) és Cy™3—konjugalt
kecske anti-nyul antitest (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Ezt kdveten a
sejtmagok festésére 4',6-diamidino-2-phenylindolt (DAPI) hasznaltunk (Sigma-Aldrich) 10
percig. A mintakat végiil specialis fedéanyaggal fedtiik (Molecular Probes antifade mounting
medium (Thermo Fisher Scientific) és immunofluoreszcens mikroszkép alatt értékeltiik

(Olympus BX51; Olympus, Hamburg, Germany).

3.1.10 Immunbhisztokémia (IHC) és a szinovialis szovet pontozasa

Az immunhisztokémiai vizsgalatok 7-um cryostat ST mintak és DAKO ChemMate
EnVision kit (Dako/Agilent Technologies, Glostrup, Denmark) hasznalataval keriiltek
végrehajtasra. A mintdk 20 perces szobahdmérsékleten vald kiolvadasat kdvetden azokat 10

percig acetonban fixaltuk, majd PBS-ben mostuk 5 percig. A nem-specifikus kotddést 1 %-0s
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kazein és PBS elegyével gatoltuk 20 perces aztatas soran. A mintakat nytl monoklonalis
primer antitestekkel inkubaltuk VEGF, Ang2, Tie2, ATP5B (mind Abcam), GAPDH
(Trevigen) ellen és egér monoklonalis antitestekkel human 4-HNE (GENTAUR) ellen.
Immunoglobulin G kontroll antitesteket hasznaltunk negativ kontrollként. A primer
antitestekkel valo 1 oras inkubaciot kovetden az endogén peroxidaz aktivitast 0.3 %-0S
hydrogén-peroxiddal blokkoltuk 5 perces kezeléssel. A targylemezeket 30 percig inkubaltuk a
masodlagos antitesttel, torma-peroxidazzal (Dako/ Agilent Technologies). A festés
vizualizalasara 3,3'-Diaminobenzidint (1:50), valamint Mayer haematoxylint (BDH
Laboratories, Poole, UK) alkalmaztunk (30 masodperces aztatas), majd DPX szintetikus
gyantaval fedtilk a mintadkat. A szoveti pontozast kiilon-kiilon elvégeztiik mind az intima
(LL), szubintima (SL) és a mélyebb, vaszkularis erekben leggazdagabb szinovialis
kotdszoveti részben (BV) egy ismert és validalt szemikvantitativ pontozasi technikat
alkalmazva, ahol a specifikus markerekkel festett (pozitiv) sejtek szazalékos aranyat a nem
fest6do (negativ) sejtek szazalékos aranyahoz viszonyitottuk. A szazalékos pozitivitast 0-4-ig
terjedd skalan pontoztuk, ahol 0 = nincs megfestett sejt, 1 = a sejtek 1-25 %-a festddott meg, 2
= a sejtek 25-50 %-a festédott meg, 3 = a sejtek 50-75 %-a fest6dott meg, 4 = a sejtek 75-100
%-a festddott meg. Olympus DP50 fénymikroszkop és AnalySIS program (Olympus Soft
Imaging Solutions, Lakewood, CO, USA) segitségével készitettiik el a fotografikus

dokumentaciot.

3.1.11 Statisztikai analizis

IBM SPSS Statistics 20-as verzidjat Windows programban futtatva (IBM, Armonk,
NY, USA) végeztiik a statisztikai analizist. Wilcoxon tesztet, Spearman korrelaciot, Mann-
Whitney U probat hasznaltunk a non-parametrikus valtozok értékelésére. A parametrikus
adatokat egymintds Anova probaval elemeztiik. Minden p érték kétoldali volt és a p<0.05

értekeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

3.2 Masodik Vizsgalat

3.2.1 Betegek gyiijtése

Otvenhéarom olyan beteget (36 RA-s és 17 AS-s) vontunk be vizsgalatainkba, akiknek
a betegségaktivitasi indexei (négyvaltozos betegségaktivitasi index - DAS28-ESR>5.2, illetve
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a Bath Ankylosing Spondylitis betegégaktivitasi index - BASDAI>4) aktiv betegséget
igazoltak. Mindnyajan TNFi terapia elinditasa el6tt alltak, amit a kdvetkezé 12 honapban
folytattak. A 36 RA-s beteg koziil 20-an heti 50 mg SC etanerceptet (ETN), 16-an
certolizumab pegolt (CZP — 400 mg a 0., 2., 4. heteken, majd ezt kdvetdéen 200 mg heti 2x
SC) kaptak. A 17 AS-s beteg heti 50 mg SC etanerceptet kapott. A vizsgalatokat a terapia
elkezdése elott, majd 12 honappal az elkezdése utan végeztiik el. Nyolc korban egyeztetett
egészséges kontroll személytdl csak egyszeri szérummintit gyijtottink. A vizsgalati
protokollt a Magyar Kutatasetikai Bizottsag elfogadta (14804-2/2011/EKU). A betegek irasos
beleegyezé nyilatkozatat kovetéen a Helsinki Deklaracionak megfeleléen folytattuk le a

vizsgalatokat.

3.2.2 Klinikai vizsgalat

A betegek részletes kortorténetét, a dohanyzasi statuszt és az elmult évben felmeriild
CVD jelenlétét kérdodivvel rogzitettiik. A betegek dentalis statuszat fogorvosi vizsgalattal
itéltiikk meg: a hidnyzo6 fogak szama és a periodontitis mértéke lett vizsgalva. A klinikai statusz
a TNFi terapia elkezdése eldtt (TO), annak 3. (T3), 6. (T6) és 12. (T12) hoénapjéban lett

felvéve.

3.2.3 Laborvizsgalatok

Magas szenzitivitast CRP (hsCRP), IgM tipusu rheumatoid factor (RF) szinteket
mértiink kvantitativ nephelometridval (Cobas Mira Plus-Roche) CRP ¢és RF reagenseket
hasznalva (Dialab), valamint aCCP antitestek szérumszintjét hataroztuk meg egy masodik
generaciés RA-Immunoszken CCP2 ELISA modszerrel (Euro Diagnostica). Az erythrocyta

szedimentacids rata (ESR) hagyomanyos Westergren modszerrel lett mérve (mm/hr).

Az angiogenezis szérum biomarkerei kozil VEGF-et (V-Plex, Meso Scale
Diagnostics; pg/ml), PDGF-BB-t (DuoSet ELISA, R&D Systems; pg/ml), Angl-t (DuoSet
ELISA, R&D Systems; pg/ml), Ang2-t (QuantiKine ELISA, R&D Systems; pg/ml) és TSP-1-
t (DuoSet ELISA, R&D Systems; ng/ml) mértiink ELISA modszerrel a TNFi terapia

elkezdése elott, majd 6 és 12 honappal azt kovetden.
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Az anti-Citrullinalt enolaz peptid-1 (anti-CEP1) IgG szinteket szintén meghataroztunk
egy mar korabban emlitett in-house peptid ELISA-val. Az anti-CEP IgG szinteket AU/ml-ben
fejeztiik ki egy standard gorbe alapjan. A pozitiv és negativ cutoff érték 3.7 AU/ml volt.

3.2.4 A vaszkularis fiziolégia ultrahangos vizsgalata

Az artéria brachialis aramlas medialt dilatacioja (FMD) a jobb karon keriilt
értékelésre (10 MHz, HP Sonos 5500). A vérnyomdsméré mandzsetta segitségével
szupraszisztolés nyomast generaltunk 4.5 perces idétartamra, majd a felengedésével reaktiv
hyperaemiat idéztiink el6, mely soran 90 masodpercig rogzitettik a maximalis aramlasi
velocitast és artérias korfogatot. Az FMD értékek az alapallapottdl vald eltérés szazalékaban

lettek kifejezve (FMD%).

Mindkét oldali carotis communis intima-média vastagsag (ccIMT) is rogzitve lett (HP
Sonos 5500, 10 MHz) 1 cm-rel a carotis bulbustol proximalisan. Az IMT-t a lument hatarold
elsd és masodik echogén vonalak kozotti tavolsagént definidltuk 10 mérés atlagat véve
mindkét oldalon.

Az artérias érfali merevséget a pulzushullam terjedési sebességével (PWV)
jellemeztiik, melyet a TensioClinic arteriograf rendszer (Tensiomed Ltd, Budapest, Hungary)
automatikusan generalt a fossa jugularis €s a symphysis kozotti tavolsag kvocienseként. Az

artérids elaszticitas csokkenésével a PWV megemelkedik.

3.2.5 Statisztikai analizis

A statisztikai analizis az SPSS 22.0 (IBM) szoftver segitségével tortént. Az
eredményeket folytonos valtozoknal mean + SD-ben és kategorikus valtozoknal %-ban
szemléltettiik. A folytonos valtozok kétmintds paros t-probaval és Wilcoxon analizissel, a
nomindlis valtozok Chi-Square ¢és Fisher exact teszttel lettek 0Osszehasonlitva. A
korrelaciovizsgalatra Spearman analizist hasznaltunk. Lépcsds egyvaltozos €s tobbvaltozos
regresszidanalizisben vizsgaltuk az angiogén markerek (fiiggd valtozok) fliggetlen
Osszefliggését mas klinikai, labor és képalkotd paraméterekkel (fiiggetlen valtozok). A két
paraméter kozott linearis korrelaciot mutatd [ standardizalt linearis koefficienseket
meghataroztuk. A valtozasok sordn a fliggd és fliggetlen valtozok kozotti dsszefiiggéseket a B

(+95% CI) regresszios koefficiens jelezte. A p < 0.05 értékeket tekintettiik szignifikansnak.
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4 EREDMENYEK
4.1 Els6 Vizsgalat

4.1.1 Az oxidativ stressz in vitro hatasa a RASFC és HUVEC sejtek bioenergetikajara

Kutatocsoportunk mar kordbban demonstralta, hogy a hypoxia koriilményei
megvaltoztatjdk RASFC cellularis bioenergetikajat. valamint a gyulladt szinoviumban zajlé
fokozott oxidativ karosodast is igazoltuk. Elséként azt tanulmanyoztuk, hogy a gyulladt
izliletben levd oxidativ stressz RASFC és HUVEC metabolizmusanak atprogramozaséhoz

vezet-e.

OCR ¢s ECAR profilokat vizsgaltunk oligomycin, FCCP, antimycin A és 2-DG
injektalasa eldtt és utan bazalis és 4-HNE-vel stimuldlt RASFC kultraban. Tudomasunk
szerint els6ként mutattuk ki, hogy az OCR 4-HNE altal indukalt gatlasa a RASFC
metabolizmusat glikolizis iranyaba tolja el. A 4-HNE csokkentette a bazalis (p<0.05) és
maximalis mitokondrialis 1égzést (p<0.001), ATP szintézist (p=0.1) és rezervkapacitast (p<
0.01). Ez a metabolikus valtozas fokozta a bazalis glikolizist (p<0.01), glikolitikus kapacitast
(p<0.01) és glikolitikus rezervkapacitast (p=0.2) oxidativ stressznek kitett RASFC esetén.

Seahorse HUVEC OCR ¢és ECAR profilokat is karakterizaltunk oligomycin, FCCP,
antimycin A és 2-DG hozzaadasa el6tt és azt kovetéen. A RASFC-nél tapasztaltakkal
hasonloan a 4-HNE gétolta a bazalis ¢s maximalis mitokondrialis respiraciot, ATP szintézist
és rezervkapacitast (mind p<0.01), ellentétben a bazalis glikolizis (p<0.01) és a glikolitikus
rezerv (p <0.05) parhuzamos emelkedését tapasztaltuk oxidativ stressznek Kitett HUVEC

esetében.

4.1.2 A mitokondriialis mutagenezis és a mitokondrialis OXPHOS enzimkomplexek

aktivitasa 4-HNE altal indukalt oxidativ stressz esetén RASFC kulturanal

Korabban mar bemutattak, hogy az RA-s iziiletben a megndvekedett mtDNS mutaciok
gyakorisaga ¢és a mitokondridlis diszfunkci®é  szoros korreldcioban 4&ll a szinovidlis
gyulladassal és a hypoxiaval. Csoportunk szintén leirta a proangiogén valaszok erésodését az
oxidativ stressznek kitett endothélidlis sejtek esetében. Jelen munkdnkban a mtDNS

mutacidinak gyakorisagat és a mitokondridlis diszfunkciot tanulmanyoztuk 4-HNE-vel
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stimuldlt RASFC esetében. A 4-HNE-vel kezelt RASFC markdns ROS termelését és a
MtDNA pontmutaciok gyakorisaganak emelkedését figyeltik meg (p<0.001 és p=0.06) a
bazalis sejtekhez viszonyitva. A 4-HNE proteinkotés a proteinaktivitast megvaltoztathatja, igy
a kovetkezOkben a mitokondridlis OXPHOS I-V. komplexek fehérjéit egyenként is
megvizsgaltuk. A 4-HNE szignifikansan csokkentette a I1I-mas complex (8 %-al) és a IV-es
complex (70 %-al) aktivitasat a bazalis értékekhez képest (mindketté p<0.01). Nem
szignifikansan eltéré, de alacsonyabb enzimaktivitas szintén megfigyelheté volt az I-es
complex (9 %-al), I1-es complex (22 %-al) és az V-s complexek (12 %-al) esetében 4-HNE-

vel val6 kezelés utan (mind p=0.2).

4.1.3 Proangiogén és proinflammatdorikus mediatorok in vitro szekrécidja oxidativ

stressznek kitett RASFC kultiraban

Mivel szoros kapcsolatot igazoltunk a redox allapotok és az energiametabolizmus
megvaltozasa kozott RASFC esetén, a kovetkezokben az oxidativ stressz hatasat vizsgaltuk
RASFC proangiogén és proinflammatorikus mediatorainak elvélasztasara. RASFC sejtek,
melyeket 4-HNE jelenlétében inkubaltunk, fokozottabb VEGF immunofluoreszcenciat
mutattak a bazalis sejtekhez viszonyitva. Mindemellett a 4-HNE szignifikansan ndvelte a
kulcsfontossagli proangiogén és proinflammatorikus medidtorok szintjét a bazalis RASFC-
hoz viszonyitva (VEGF/Ang2/bFGF/IL-8 mind p<0.05, PDGF-B/RANTES/ICAM mind
p<0.01). Ezen eredmények és a csoportunk el6zéekben publikalt TNF-a altal indukalt
mitokondrialis diszfunkciot igazold publikacidja tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy RA-
ban komplex kolcsonhatds létezik az oxidativ kdarosodés, oxigénmetabolizmus ¢és az

angiogenezis folyamatai kozott.

A fentiek altal motivalva a tovabbiakban az in vivo angiogenezises valaszokat
figyeltiik meg 15 RA-s betegnél TNFi kezelés kezdete el6tt (T0), valamint 3 honappal a
terapia elkezdését kovetden (T3). A makroszkopikus vaszkularitas és a ST angiogén markerek
expresszidjanak csokkenését tapasztaltuk (VEGF p=0.1, Ang2 p<0.005, Tie2 p<0.005) a TO-

T3 id6pontok Osszevetése soran.

4.1.4 Az oxidativ stressz altal aktivalt RASFC HUVEC proangiogén mechanizmusait

indukslja
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Ismert, hogy a RASFC erételjesen befolyasolja a pathologias angiogenezist a gyulladt
izliletben, ennélfogva kovetkezoként azt vizsgaltuk, hogy a megfigyelt cellularis szintli
bioenergetikai valtozasok és a RASFC altal oxidativ stressz hatasara elinditott kifejezett
proinflammatorikus folyamatok a HUVEC kovetkezményes proangiogén mechanizmusainak
beindulésaval jarnak-e. RASFC-t stimulaltunk 4-HNE jelenlétében ¢és anélkiil, majd a
feliilaszokat eltavolitottuk. Mikroszkoposan demonstraltuk a 4-HNE RASFC-CM stimulativ

--------

bazalis RASFC-CM hatasahoz viszonyitva.

Annak igazolasara hogy a HUVEC proangiogén valasza az oxidativ stressz altal
aktivalt RASFC-nak, de nem a CM-ben jelen 1év6 rezidualis 4-HNE hatasanak koszonhetd
tovabbi kisérletket végeztiink. RPMI 1640 CM 4-HNE-vel torténd dusitasaval (0.25 uM; 4-
HNE RPMI 1640 kontroll) ugyanolyan 4-HNE koncentraciot hoztunk 1étre, mint a 10 % 4-
HNE RASFC-CM esetében hasznalt. Szignifikans invaziot (p<0.001), cs6képzést (p<0.01) és
sebgyogyulast (p<0.001) figyeltink meg a HUVEC kultiraban 4-HNE RASFC-CM hatasara
a 4-HNE RPMI kontroll CM-hez viszonyitva, amely megerdsiti a feltételezést, mi szerint a 4-

HNE képes a RASFC éltal indukalt angiogenezis fokozéasara a gyulladt iziiletben.

415 A ST angiogenezis, oxidativ stressz és megvaltozott bioenergetika kozotti

osszefiiggés

Végiil az angiogén faktorok, a mar kordbban megfigyelt oxidativ stressz ¢és
sejtmetabolizmus markerei kozotti korrelaciot vizsgaltuk betegesoportunkban. A 4-HNE
oxidativ stressz marker ST expresszidja a VEGF (r=0.63; p=0.015) és Tie2 (r=0.56; p=0.029),
valamint a GAPDH glikolitikus protein (r=0.60; p=0.03) emelkedett expresszidjaval pozitivan
korrelalt, a mitokondrialis ATP5SB (p=—0.52, p=0.017) marker expressziojaval pedig negativ
korrelaciot mutatott. Mindezek mellett immunofluoreszcens kolokalizaciot is megfigyeltiink a
4-HNE és az angiogén faktorok (VEGF, Ang2, Tie2), mitokondrialis markerek (ATP5B) és
glikolitikus proteinek (GAPDH, PKM2, GLUT1) expresszidja soran.

4.2 Masodik Vizsgalat

4.2.1 Demografiai adatok
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A vizsgalt csoport 34 n6bdl és 19 férfibol allt, akiknek atlagéletkora 52.0+12.1 (range:
24-83) év volt. Az atlagos betegségi idétartam 8.5+7.9 (range: 1-44) év volt. TNFi terapia
elott az RA-s betegeknél 5.00+0.86 atlagos DAS28-ESR értéket, mig az AS-S betegeknél
5.79+1.19 atlagos BASDAI értéket kalkulaltunk.

4.2.2 A TNFi terapiara adott klinikai valasz

RA-s betegeknél (n=36) a TNFi kezelés el6tti DAS28-ESR  (5.00+0.86).
szignifikansan csokkent a terapia 12. hénapjara (3.02+0.96; p<0.001). Az AS-s csoportban
(n=17) a BASDAI szintén szignifikans csokkenést mutatott 5.79+1.19-r6l 1.86+1.04-re a 12.
honapban (p<0.001).

4.2.3 A TNF gatlas hatdsa az angiogén biomarkerek szintjére

Els6ként az angiogenezis f0 regulatoranak, a VEGF-nek a megemelkedett szintjét
konfirmaltuk az arthropathias betegeknél (RA+AS, n=53) korban egyeztetett egészséges
kontrollokhoz (n=8) viszonyitva: 267.8+133.3 vs 140.7+63.5 pg/ml. Ezen magas VEGF
értekek nem szignifikdns csokkenést mutattak a terapia eldtti értékekhez képest a TNFi
kezelés 6. honapjara (267.9+123.3 pg/ml-r6l 239.8+116.3 pg/ml-re, p=0.082), majd ez
szignifikanssa fokozodott a 12. honapra (220.9+120.7 pg/ml, p=0.007) az RA+AS kombinalt
kohortban. A szérum PDGF-BB értékek szignifikans esése volt megfigyelheté mar a 6.
(8187.4+6282.0 pg/ml-rél 6579.4+3819.2 pg/ml-re; p=0.015), majd a 12. hdnapban is
(6020.4+3216.1 pg/ml; p=0.005). A szérum Ang2 ¢értékek a terapia 6. hodnapjara
szignifikansan csokkentek (2790.0+1381.1 pg/ml-r6l 2473.7+1136.1 pg/ml-re; p=0.024) és a
tendencia a 12. honapig folytatoédott (2537.2+1156.1 pg/ml); p=0.081). A TNFi terapia az

Angl és TSP-1 szinteket nem valtoztatta meg.

4.2.4 Az angiogén biomarkerek egyéb paraméterekkel valé korrelacidja

A 12. havi PDGF-BB szintek, a TNFi el6tti és 12. havi Ang2 értékek jol korrelaltak a
betegség iddtartamaval (p<0.05). A bazalis CRP pozitiv korrelaciot mutatott a bazalis Angl,
valamint a bazalis és 12. havi Ang2 értékekkel (p<0.05). A 12. havi CRP korrelalt a pre-
terapias és 12. havi Ang2-vel (p<0.05). A terapia el6tti aCCP ¢és anti-CEP szintje korrelalt a
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pre-terapias TSP-1-el (p<0.05), a TNFi el6tti ccIMT pedig a pre-terapias PDGF-BB-val és
TSP-1-el (p<0.05). A 12. havi PDGF-BB szintek a dohanyzok (n=14) csoportjaban
szignifikansan magasabbak voltak a nem dohanyzokhoz (n=39) viszonyitva (8903.2+5084.1
pg/ml vs 4866.2+1895.8 pg/ml; p=0.01). A foghullas és periodontitis nem volt

Osszefliggésben az angiogén markerek megemelkedett szintjével.

Az egyvaltozos regresszidanalizis alapjan a TNFi terapia elétti PDGF-BB szint jol
korrelalt a pre-terapias ccIMT-vel, mig a 12.havi PDGF-BB a betegségi idtartammal és a
pozitiv dohanyzasi anamnézissel (p<0.05). A TNFi el6tti Angl értéke korrelalt a pre-terapias
CRP-vel, mig a 12. havi Ang2 a betegségi idétartammal, a pre-terapias ¢és 12. havi CRP-vel
(p<0.05). Végiil a TNFi elotti TSP-1 értéke korrelalt a betegségi id6tartammal, pre-terapias
cclMT-vel és CEP szintekkel (p<0.05).

A tobbvaltozos regresszidanalizis alapjan a dohdnyzas az emelkedett poszt-terapias
PDGF-BB szintnek fiiggetlen jelzéje (p=0.006). A betegségi id6tartam befolyasolja a kezdeti
Ang2 (p<0.001) és a 12. havi Ang2 (p=0.004) szinteket, valamint a pre-terapias TSP-1 értékét
(p=0.028). A TNFi elotti CRP a pre-terapias Ang2 fliggetlen prediktora volt (p=0.004),
hasonloan a TNFi elotti CEP befolyasolta a pre-terapias TSP-1 szintjét (p=0.002).

5 MEGBESZELES

5.1 Elso Vizsgalat

A szinovialis angiogenezisnek kiemelt szerepe van a lokalis gyulladas fenntartasaban
az inflammatorikus arthritiszek esetén. Ez a defektiv értijdonképzédési folyamat olyan
proinflammatorikus mediatorok kifejezett produkcidjaval jar, melyek tobbsége proangiogén
hatassal 1s rendelkezik, és a circulus vitiosus elmélyitésében jelentdséggel bir. Az ezen
molekuldk taltermelése kovetkeztében kialakuld szisztémas gyulladdsi folyamat a
kardiovaszkuldris megbetegedések kockazatit és a latens vagy tiinetes atheroszklerdzis
mind az iziiletet, mind pedig a periférias vaszkulatarat plakkformacioval érintd angiogenezist
targyaltuk. A korabbi kutatasokra tdmaszkodva a legfontosabb proangiogén hatéassal is

rendelkezd proinflammatorikus medidtorokat tekintettiik at azon kulcsfontossagu szabalyozd
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jelatviteli utvonlak érintésével, melyek potencialis jovObeni terapias célpontot jelenthetnek a

gyulladasos arthritiszek angiogenezisgatlasaban.

Tudomasunk szerint elséként mutattuk be, hogy az oxidativ stressz kulcsfontossagu
szerepet tolt be inflammatorikus arthritiszekben a cellularis bioenergetika atprogramozasaban
az OXPHOS intenzitasanak csokkentésével és a glikolizis eldsegitésével RASFC és HUVEC
kultardk esetén. A maximalis €s ATP-kapcsolt respiracid és rezervkapacitas csokkenése
demonstralta ezt a valtozast a glikolitikus kapacitas ¢és rezervkapacitas ellentétes
novekedésével. A megvaltozott sejtbioenergetika ROS fokozott termelésével, a mtDNS
mutaciodival, valamint a IlI-mas és IV-es mitokondriadlis komplexek aktivitascsokkenésével
jart. Szemléltettiik, hogy az oxidativ stressz serkenti a proinflammatorikus és proangiogén
markerek RASFC éltali produkcidjat és eldsegiti a HUVEC proangiogén profiljanak el6térbe
kertilését, amennyiben azt 4-HNE 4altal stimuldlt RASFC feliiliszgjaval inkubaljuk. Ezt
intenziv invazid, sejtproliferacid, migracid, cs6képzés és proangiogén mediatorok elvalasztasa
jellemez. Megfigyeltiik tovabba az angiogén markerek, oxidativ stressz és a megvaltozott
energiametabolizmus markereinek kolokalizaciojat szinovialis szdvetben, amely ezen
szabalyozd mechanizmusok kolcsonhatdsat bizonyitja. Mi tobb, TNFi terdpia 1is

szignifikansan csokkentette a szinovialis szoveti angiogenezist RA-s betegek esetében.

A hypoxia vezetd metabolikus jelenség a gyulladt RA-s szinoviumban és a ROS
tulprodukcidjaval és megndvekedett lipid peroxidacidval jar. A sejtszintli mitokondrialis
funkcio és integritas is karosodik @ mtDNS, a lipidek és mas proteinek 4-HNE atal 1étrehozott
kovalens modifikacidja miatt. A 1égzési lanc metabolikus sajatossagai, a protein transzport és
mitokondridlis dinamikai és mindségzabalyozasi folyamatok karosoddsat egyarant leirtak.
Korabbi vizsgalatok bemutattdk, hogy a mtDNS mutacids frekvencia és a kovetkezményes
mitokondrialis diszfunkcio jol korrelalt a megnovekedett makroszkopikus szinovialis
vaszkularitdsfokozodassal, a magas szintli szoveti hypoxidval €és az oxidativ stress mértékével,
valamint a proinflammatorikus citokinek megemelkedett szintjével. A mtDNS igen érzékeny
az oxidativ stressz altal okozott karosoddsra, amelyet in vitro kisérletekben jellemeztiink
RASFC hasznalataval, mitokondrialis random mutaciés befogasi tesztekkel. A random
mitokondrialis pontmutécios frekvenciat 4-HNE-vel valo stimulalast kovetden kvantifikaltuk.
Ez a technika olyan amplifikdciés modszeren alapul, mely nagy mennyiségli mtDNS
molekula szlirésére alkalmas a nem kiterjedt, oxidativ stressz hatasara létrejové mutaciok
identifikalasara. A 4-HNE-nek mutagén potencialja van, melyet kisérleteinkben a 4-HNE-nek

kitett RASFC mitokondrialis mutacidéinak megnovekedett szama bizonyitott. 4-HNE-guanin
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kotéseket a p53 tumorszupresszor gén esetén human limfoblasztoid sejtvonalnal is
azonositottak, amely génmuticiokhoz vezetett és a sejtciklus megallasat, apoptdzist, DNS
javitast és differenciaciot befolyéasolta. A mitokondridlis genom megvaltozasa elsddlegesen a
megemelkedett ROS szinteknek kdszonhetd. Vizsgalatunk bemutatja a ROS talprodukcidjat a
4-HNE-nek kitett RASFC altal, amely megerdsiti azt a feltételezést, hogy a 4-HNE ROS
tultermelését indukald hatdssal rendelkezik, mely tovabb rontja az oxidativ stressz kapcsolt

mitokondrialis mutagenezist.

A gyulladasos arthritiszek esetén fellépd oxidativ karosodas VEGF fiiggd, vagy attol
fiiggetlen utakon medialhat angiogenezist az excessziv ROS felhalmozddas és lipid
peroxidacio egyiittes megjelenésével, igy kovetkezonek a lipid peroxidaciéo miatt fellépd
mtDNS instabilitdst ~ vizsgaltuk a 1égzési lanc metabolizmusara kifejtett hatasok
azonositasaval. RASFC ¢és HUVEC sejtvonalakat 4-HNE jelenlétében vagy anélkiil
vizsgaltunk, és a megnovekedett energiaigényre adott valoszini valaszként a bioenergetikai
profil OXPHOS iranybol anaerob glikolizis felé valo eltolodasat figyeltilk meg. Ez alacsony
maximalis és ATP-kapcsolt respiracioval €s rezervkapacitdssal jart egyiitt a glikolitikus
kapacitds és rezerv parhuzamos megemelkedésével. A mitokondrialis komplexek
enzimaktivitasa is csokkent oxidativ stressz hatdsara. Az anaerob glikolizis kompenzatorikus
mechanizmusai csupan rovidtavll energiaszolgaltatoként hatnak, és hosszabb idejli
dependencia egy bioenergetikai krizishelyzet kialakuldsat vonhatja maga utan olyan sulyos
energiahianyos 4llapothoz vezetve, amely hozzjarul a diszfunkciondlis angiogenezis,
sejtmigracid, invazid ¢és pannuszképzOdés romldsdhoz. Régebbi, sziv ¢és tiidé eredetii
epithélidlis sejteket vizsgalo kisérletek eredményeivel 6sszhangban vannak megfigyeléseink,
és a 4-HNE indukalta mitokondrialis 1égzési deficienciat tdmaszjak ald. A mitokondrialis
légzés 4-HNE stimulaciot kovet6 gatlasa az elektron transzport lanc (ETC) proteinjeinek vagy
az ATP-szintaz altal alkotott 4-HNE-protein komplexek csokkent funkciondlis mitkodésébal,
vagy a RASFC 4-HNE-t detoxifikalé folyamatainak csokkent képességébdl eredeztethetd,
mivel ezek nagy mennyiségli energiafelhaszndlast igényelnek. Egy munkacsoport
proteomikus technika segitségével tobbféle 4-HNE modositott proteint identifikdlt egér
eredetii sziv mitokondriumokban a kemoterapias doxorubicinnal valé kezelés utan. Ezen
proteinek a mitokondridlis energiametabolizmus folyamataiban jatszottak szerepet, mint az
ETC alegységei, a NDUFS2 (komplex I), SDHA (komplex II) és ATP5B (komplex V),
valamint a TCA ciklus komponense, a dihydrolipoami-dehydrogenaz. Végiil a 4-HNE

megkdtése a mitokondridlis proteinek aktivitadscsokkenéséhez, hanyatlo OCR és felgyorsulo
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ECAR profilokhoz vezetett. Mar kordbban leirtak, hogy a 4-HNE-vel moddositott proteinek
részt vesznek a metabolikus folyamatokban, cellularis adhézidban, citoszkeletalis
reorganizdcidban és anti-oxidacids folyamatokban human vérlemezkék vizsgalata esetén.
Glikolitikus inhibitorok hasznalatdval a RASFC és HUVEC proinflammatorikus valaszai
gyengitheték, valamint a K/BxXN egerek arthritiszének sulyossaga is enyhiil. A gliik6z-6-
foszfat izomeraz glikolitikus enzim hypoxia altali aktivacidja pedig felgyorsitja a VEGF
termelést, proliferaciot és invaziot RASFC és HUVEC sejteknél. Az elektrofil lipidek szamos
glikolitikus protein, mint PKM2, GAPDH, frukt6z-bifoszfat aldolaz A és foszfoglicerat-kinaz
1 kotésére képesek Ezek a kovalens modositasok a gliikoz metabolizmust karositva
glikolitikus intermedierek felhalmozodasahoz vezethetnek. Ez jol illeszkedik azon vizsgalatok
eredményeihez, melyek a tejsav szintjének szignifikans megemelkedését és az ECAR
erdsodését figyeltek meg human thrombocytdknal 4-HNE jelenlétében torténd inkubaciot
kovetden, valamint emelkedett 18F-fludezoxygliikoz felvételt és glikolitikus metabolizmust
az oxidalt alacsony-stirliségli lipoprotein (oxLDL) altal a kifejezett GLUT1 expresszid ¢€s
hexokindz aktivitds kovetkeztében. Ezt a valaszt a HIF-1-o ROS termelése befolyasolta. Az
oxLDL ezen metabolikus hatdsa azonban a Src (PP2) és foszfatidilinozitol-3 kinaz inhibitorai
altal teljesen megfékezhetd volt, ami ezen utvonal szabalyozo6 szerepét hangstlyozza a gliikoz

metabolizmus és immunsejtaktivacio folyamataiban.

Ismert, hogy a RASFC erfsen involvalt a gyulladasos iziilet pathologias
angiogenezisének reguldldsdban. A hypoxia és az oxidativ stressz kulcsfontossdgu mediatora
a hibas angiogenezis pathologiajanak, melyet a RASFC eredeti proangiogén és
proinflammatorikus citokinszintek emelkedésének bemutatasaval igazoltunk 4-HNE indukalta
oxidativ stressz kivaltasat kovetden. Megerdsodott migracid, csdképzés, proangiogén
mediator szekrécio volt megfigyelhetd HUVEC kultiraban, amikor azt 4-HNE altal aktivalt
RASFC CM-javal kezeltik. Az angiogenezis és oxidativ stressz markerei koexpressziot
mutattak ST-ben mikroszkoposan vizsgalva, illetve TNFi terapia RA-s betegeknél a ST
angiogenezis csokkenésé¢hez vezetett. Kisérleteink bizonyitjak, hogy a 4-HNE kdzvetlen és
kozvetett proangiogén stimulusokon keresztiil is hat a gyulladt iziiletben. Eredményeinkkel
korrelal tobb mas szerzé megfigyelése, mi szerint a 4-HNE indukalja a COX-2, IL-1p, IL-18
¢s NF-kB expressziojat, valamint a NLRP3 inflammaszoma aktivaciojahoz vezet. A redox
folyamatok hangstlya miatti felfokozott angiogén folyamatokat mdsok is dokumentaltak

HUVEC kulturat, keratinocytakat, tiido epithélialis sejteket vagy retinasejteket hasznalva.
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Szinovialis koexpressziot vizsgalva a 4-HNE fokozott koexpresszidjat figyeltilk meg
az angiogenezis ¢és glikolizis markereivel, azonban csdkkent koexpressziot a mitokondrilis
1égzés markereivel. A kiilonboz0 markerek szinovialis kolokalizacigja immunfluoreszcens
technikaval vizsgalva meger6siti a szoros kolcsonhatas jelenlétét az oxidativ stressz,

megvaltozott bioenergetikai profil és diszfunkcios angiogenezis folyamatai kozott.

A TNF-a proangiogén hatasai ismertek és a kapillarisagazédast a VEGF, Angl és
Ang? jelatviteli utvonalain at segiti. Munkank soran azt figyeltiik, hogy a TNFi terépia az
angiogén medidtorok szintjét megvaltoztatja-e a terapia 3. honapjaban vizsgalva. A TNFi
kezelés a VEGF, Tie2 receptor és ligandja, az Ang2 ST expresszidjat csokkentette, amely a
TNF-a és angiogenezis kozotti szoros kapcsolatra vilagit ra. A makroszkopos vaszkularitas
csokkenése jol korrelalt az angiogén markerek (VEGF, Ang2, Tie2) csokkent ST
expresszigjaval IHC vizsgalattal, amely szintén az el6bbi tényt erdsiti. Adataink mas
kutatasok eredményeivel IS egyezOk, mi szerint az angiogén markerek expresszidja és az
endothélialis sejtaktivacio is mérséklddik TNFi terapia hatasara. Mindezeken tul, etanercept
¢s infliximab TNFi terapia az oxidativ karosodas ellen hat RA-ban, az oxidativ
stresszmarkerek és lipid peroxidacié markereinek vér és vizeleti szintjét csokkenti és a
DAS28-al mért betegségaktivitasi index javulasat eredményezi. A TNF-o-t6l eltérd jelatviteli
utak gatldsa is szupressziv hatassal lehet az oxidativ stressz markereinek kifejezddésére, amit
egy IL-6 receptor tocilizumabos gatlasaval végrehajtott vizsgalat is alatamasztott, ahol ezen

markerek szintje a TNFi hatdsdhoz képest is szignifikansabban csokkent.

5.2 Masodik Vizsgalat

A szinovialis angiogenesis kardinalis szereppel bir a helyi inflammatérikus valasz
szabalyozasaban, de a proinflammatorikus ¢és proangiogén citokinek felszabaduldsa
szisztémas gyulladasos folyamatot iS general, amely az atheroszkler6zis, CV morbiditas és

mortalitds megndvekedett kockazataval jar.

Korabbi adatok alatimasztjak, hogy a TNFi terapia képes az RA és AS-hez kapcsolt
angiogenezis és atheroszklerdzis megfékezésére. Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy
a TNFi terapia képes-e a az angiogén medidtorok szintjének csokkentésére 6, illetve 12
honappal a kezelés megkezdését kovetden. Kutatdsunk egyediilallé mivolta abbodl ered, hogy a

biologiai terapia angiogén biomarkerekre kifejtett hatasat a vaszkularis pathofizioldgia (FMD,
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ccIMT, PWYV), orélis egészség és egyeb klinikai paraméterek valtozasanak parhuzamos

rogzitése mellett vizsgaltuk.

A TNFi terapia hatékonynak bizonyult mind RA, mind AS esetén, melyet a DAS28-
ESR és BASDALI indexek csokkenése tiikrozott.

Betegcoportunk terdpia elotti atlagos VEGF értéke a korban egyeztetett egészséges
kontroll csoporthoz képest egyértelmiien magasabb volt, mely ravilagitott az angiogenezis
dominanciajara inflammatorikus arthritiszben. Egy év hossziusagi TNFi kezelés a VEGEF,
PDGF-BB ¢és Ang2 szintek szignifikdns esését eredményezte. Néhany mar irtak a VEGF
termelés csOkkenésérol TNFi terapia alkalmazdsa soran RA-s és psoriasisos arthropathias
(PsA) betegek esetén. Azt is bemutattak, hogy a PDGF-B altali szabalyozas a HIF-1 altal
kozvetitett utvonalakkal atfed a tumorangiogenezises metasztazisképzésben kemotaktikus és
proliferativ tulajdonsdgokat mutatva, igy a tumorkutatas attraktiv célpontjaként szolgal. A
PDGFR gatlasa az RA szinovialis fibroblasztok ECM bont6 hatasat is csokkenti. Tudomasunk
szerint elsOként demonstraltuk, hogy a TNFi terapia a PDGF-B szintjét csokkenti
inflammatorikus arthropathids betegek esetében, bizonyitva az atfedést az inflammatoérikus és
angiogén Utvonalak kozott. Ezen Gtvonal imatinib receptor tirozin kinaz (RTK) inhibitor altali
gatlasa az RA-hoz kapcsolt iziileti destrukci6 megfékezésében mar hatasosnak bizonyult. A
TSP-1 angiogenezisben betdltott szerepével kapcsolatban megoszlanak a vélemények, mivel
hatdsai anti-agniogén és pro-angiogén jellegliek egyarant, s gatlasuk vizsgéalata leginkabb a
tumorkutatasban relevans. Valoszintileg a TSP-1 komplex hatismechanizmusa jarult hozza
azon eredményeinkhez, melyek szerint a szérum TSP-1 értékek 12 honapos TNFi terdpiat

kovetden szignifikansan nem valtoztak.

Kisérleteink egyértelmii pozitiv korrelaciot mutattak a VEGF és Ang2 szintek kozott,
mig az Angl VEGF-tdl fiiggetlennek bizonyult. Ezen feliil az Ang2-nek kiemelkedd szerepe
van a neoangiogenezis elinditasaban, s korai PSA-ban az Ang2 fokozott termelését mar
igazoltak. Az arthritiszek pathogenezisében az Angl/Ang2 arany valtozhat: a VEGF fliggd
Ang2 magas szintje kisérheti a korai gyulladast és proliferaciot, mig a VEGF-tdl fliggetlen
Angl szintek a késObbi érmaturacios folyamatokban lehetnek fontosak. Valdban,
vizsgalatunkba magas betegségaktivitasal rendelkezd inflammatdrikus arthropathias betegeket
vontunk be, amely tiikkrozheti a korai aktiv Ang2 fliggd szinovidlis angiogenezis
dominanciajat az Angl parhuzamos hattérbe szorulasaval. A TNFi terapia mind a VEGF,

mind pedig az Ang2 termelés szupresszidjahoz hozzajarult.
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A TNFi angiogenezis markerekre kifejtett hatdsa mellett vizsgaltuk ezen markerek
szintjének a vaszkularis pathofiziologiaval, atheroszklerozissal, oralis egészséggel €s mas
paraméterekkel valo Osszefiiggését. Az Ang2 értékek korreldltak a CVD anamnézissel
ramutatva az angiogenezis jelent0ségére inflammatorikus atheroszklerozisban. Az Ang2 és
PDGF-BB korrelalt a betegségi idétartammal, az Angl és az Ang2 pedig a CRP-vel mindazt
tilkrozve, hogy a hossza betegségi idotartam és a fokozott gyulladas aktiv angiogenezissel jar.
Kurosaka és csoportja ugy talaltak, hogy a szérum VEGF szintek markerei az RA
betegségaktivitasnak, de az iziileti destrukcié prediktorai is egyben. Az Angl szint talan a
kronikus arthritisz hasznos markere lehet, mig az Ang2 emelkedése kifejezett neoangiogén
allapotokhoz tarsul. Ugy talaltuk, hogy a kezdeti Ang2 korrelalt a posztterapias CRP-vel és
forditva, a 12. havi Ang2 a kezdeti CRP-vel, mely a szisztémas gyulladas és a angiogenezis

egyiittes jelenlétérdl tantiskodik.

A TNFi terapia eldtti aCCP és anti-CEP antitestek pozitivan korrelaltak a TSP-1
szintjével az autoimmunitas és neoangiogenezis kapcsolatat megvilagitva. Az angiogenezis és
ACPA 0sszefliggése RA-ban a témat célzd tanulméanyok hidnydban még nem igazan kortlirt.
Egy korabbi vizsgalat nem talalt kapcsolatot a VEGF titer és az aCCP statusz kozott. A
periodontitis és anti-CEP szerepe mar be lett mutatva arthritiszek esetében, de nem talaltunk
olyan tanulményokat, melyek az angiogenezis és periodontitis vagy anti-CEP Osszefliggését
vizsgaljak arthritiszben. Azt tudjuk, hogy a Porphyromonas gingivalis serkenti a TSP-1
elvalasztasat, amelyrdl ismert, hogy egy RA-s periodontitis-t triggerelé faktor. Amig az anti-
CEP korrelalt a TSP-1-el, addig egyik szoban forgo angiogén faktor sem mutatott asszociaciot

a meglévo periodontitis-el vagy fogvesztéssel.

A kezdeti PDGF-BB ¢s TSP-1 korrelalt a ccIMT-vel, mely arra enged kovetkeztetni,
hogy ezen angiogén mediatorok az autoimmun atheroszklerozisban is szereppel birnak.
Valdban, eldzetes adatok bizonyitjak, hogy az angiogenezis hozzajarul az atheroszkler6zis
pathogeneziséhez. A PDGF-BB ¢és TSP-1 fontos a vaszkularis simaizom sejtproliferacio és
migracid, valamint szdmos egyéb atheroszklerdzissal Osszefliggd folyamat segitésében,
azonban nem talaltunk olyan kozleményeket, melyek ezen angiogén faktorok kozvetlen

hatéasat leirnak az arthritiszhez tarsulo atherogenezis folyamataban.

A dohanyzas, az atheroszklerdzis és CVD mind jol ismert tényez6k az arthritiszek
pathogenezisében. Tobbvaltozos analizisiink soran a PDGF-BB szintje szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult a dohdnyzo6 betegek esetében a nem dohényzoakkal szemben a TNFi
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kezelés 12. honapjara. A dohanyzas inflammatorikus angiogenezissel valdé kozvetlen
kapcsolata még nem lett kimeritden vizsgalva, habar a PDGF-BB jelatvitel szerepe mar

emlitésre keriilt a dohanyzas altal indukalt pulmonalis hypertonia kialakulasaban.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az angiogenezis kiemelkedd szereppel bir az
inflammatorikus  arthritiszek pathogenezisében, valamint az arthritiszekhez tarsuld
inflammatorikus (felgyorsult) atheroszklerdzisban is. Néhany angiogén medidtor titere jol
korrelal a betegségi id6tartammal, CRP-vel, RA-hoz asszocialt antitestek jelenlétével és a
carotis atheroszklerdzissal. Az egy év hosszisagu TNFi terapia mind RA-ban, mind AS-ben
csOkkentette néhany angiogén mediator produkcidjat, ennélfogva kdvetkeztethetlink, hogy
némely angiogén mediator biomarkerként funkcionalhat az angiogenezis, gyulladas és

atheroszklerozis Osszefiiggését igazolva inflammatorikus arthritiszek esetében.

6 KONKLUZIO

Munkank soran attekintettiik a gyulladasos szinovialis angiogenezis és autoimmun
atheroszklerozis  kulcsfontossagh  pathomechanizmusait. Bemutattuk a  dominans
proinflammatdrikus molekuldkat a diszfunkciondlis angiogenezis folyamatiban és a defektiv
neovaszkularizacios kaszkad lehetséges jOvObeni terapias célpontjairdl is beszEltiink.
Megvizsgaltuk a szinovialis cellularis bioenergetika, oxidativ stressz és angiogenezis RA-ban
valo kolcsonhatasat. Megfigyeltiik, hogy az oxidativ stressz hatasa olyan bioenergetikai
véltozasokhoz vezet, melyben az oxidativ foszforilacio az anaerob glikolizis irdnyaba tolodik
el a gyulladt iziilet magas energiasziikségleteire adott valaszként. Ez egy bioenergetikai
krizishelyzet kialakulasat facilitalja, mely a mar amugy is defektiv angiogenezist ronthatja, s
igy tovabbi gyulladast general RA-ban. Végiil leirtuk, hogy az angiopoetin/Tie2 rendszer
képviseldinek Sszinovialis expresszidja TNFi terapiaval mérsékelhetd. Bemutattuk, hogy
inflammatoérikus arthropathiakban - mint az RA és AS - a proangiogén mediatorok szintje jol
korrelal a betegségi idotartammal, a gyulladas mértékével, az autoimmunitast tiikkr6z6 ACPA
antitestekkel és a szisztémas atheroszklerdzissal is. Igazoltuk, hogy a TNFi terdpia
alkalmazésa sikeresen szupresszalja egyes angiogén markerek (VEGF, PDGF-BB és Ang2)
produkcidjat ezen vegyes betegcsoportan. A fentiek alapjan elmondhatd, hogy némely
proangiogén marker biomarkerként funkciondlhat az angiogenezis, gyulladds ¢&s

atheroszkler6zis 0sszefliggését alatdmasztva inflammatorikus arthritiszek esetében.
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7 OSSZEFOGLALAS
7.1 Els6 Vizsgalat

Az inflammatorikus arthritiszek helyi és szisztémas gyulladassal jellemezhetdk, s
olyan események korkords kaszkadjat vonjak maguk utan, mely egy bioenergetikus krizis
alapjaul szolgal. Az endothélium megvaltozott bioldgidja és a kiilonféle proinflammatorikus
medidtorok egy defektiv angiogenezishez vezetnek, amely tovabb stlyosbitja a szinovialis
gyulladast, proliferaciot és destruktiv pannusz képzddését. A gyulladt iziilet egy hypoxias
mikrokdrnyezetet teremt és az oxidativ stressz dominélésa a 1égzési lancban valtozasokat idéz
el6, mégpedig az anaerob glikolizis eldnyben részesitésével. A tovabbi reaktiv
oxigénvegyiiletek felhalmozodasa és a lipid peroxidacio kedvez a mitokondridlis mutacidk
létrejottének. A hypoxia, oxidativ stressz, mitokondridlis alulmiikodés, bioenergetikai
allapotvaltozés, illetve a proangiogén és proinflammatérikus medidtorok felhalmozodéasa
egymassal szerves kolcsOnhatasban zajlik tobbféle sejt szignéltranszdukcids folyamatot is
involvalva. A gyulladas és a defektiv angiogenezis nemcsak helyileg, hanem szisztéméasan is
megmutatkozik autoimmun vaszkularis plakk-képzddés és atheroszklerdzis forméjaban. Tobb
terapias target is bemutatasra keriilt, melyek igéretes jovObeni terapias stratégidk lehetnek az

inflammatoérikus artritiszek kezelésében.

Munkankban az oxidativ stressz szerepét értékeltiik a sejt bioenergetikdjara, illetve a
proangiogén ¢€s proinflammatorikus valaszokra olyan primer rheumatoid artritisz szinovialis
fibroblaszt sejtek (RASFC) és human kdldokvéna endotelidlis sejtek (HUVEC) vizsgalataval,
amelyeket oxidative stresssz markerrel, 4-Hydroxy-2-nonenallal (4-HNE) inkubaltunk. Az
extracellularis savasodasi sebesség (ECR), az oxigénfogyasztis sebessége (OCR), a
mitokondrialis DNS stabilitds €s a proangiogén, valamint a proinflammatérikus folyamatok
keriiltek értékelésre Seahorse késziilék hasznalataval, 1-V enzimkomplex aktivitasi
vizsgalatokkal, random mutacidés mitokondridlis jeloldvizsgalatokkal, ELISA moddszerrel és
funkcionalis vizsgalatokkal az érképzddés, migracid €s invazid vizsgdlatira. Az angiogén
markerek expresszidja a szinovialis szovetben (ST) immunhisztokémiaval (IHC) keriilt
elemzésre olyan rheumatoid artritiszes betegek esetében, akik térdiziileti arthroszkopian estek

at tumor nekrézis faktor-a inhibitorikus (TNFi) kezelés el6tt, illetve 3 honappal azt kdvetden.
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A 4-HNE altali oxidativ stressz az energiametabolizmus megvaltozasahoz vezetett a
bazalis, maximalis ¢és adenozin-trifoszfat kapcsolt mitokondrialis 1égzési folyamat ¢&s
rezervkapacitas gatlasaval RASFC és HUVEC sejtekben, amely az III. és V. oxidativ
foszforilacids enzimkomplexek csokkent miikodését vonta maga utan. Ellenkezdleg, a 4-HNE
stimulativ hatassal volt a bazalis glikolizisre, glikolitikus kapacitasra és rezervre, mely a
mitokondridlis mutaciok szdmanak novekedésével és reaktiv  oxigénvegyiiletek
felhalmozodasaval jart. A 4-HNE a RASFC proangiogén aktivitasat is stimuldlta, amely a
HUVEC tovabbi invazios, migracios ¢és ¢érképzodési képességét novelte, illetve beldle
proangiogén mediatorok felszabadulasat segitette el6. Az angiogenezis markerei, mint a
vaszkularis endotelialis ndvekedési factor (VEGF), tirozin-kindz receptor 2 (Tie2), és ligandja
az angiopoetin 2 (Ang2) egyiittes expreszidot mutattak az oxidativ stressz és az oxigén
metabolizmus markereivel a gyulladt szinovialis szovetben vizsgalva. A TNFi terapia
szignifikansan csokkentette a szinovium makroszkopikus vaszkularitasfokozodasat és az

Ang2/Tie2 mikroszkopos expresszidjat RA-s betegek esetében.

Az oxidativ stressz hatdsa megvaltoztatja a sejtvalaszt egy bioenergetikai atallassal az
anaerob 1égzés irdnydba, amely a gyulladas és a defektiv angiogenezis felgyorsuldsdhoz

vezethet RA-ban.

7.2 Masodik vizsgalat

A gyulladas és a defektiv angiogenezis nemcsak helyileg, hanem szisztémasan is
megmutatkozik autoimmun vaszkularis plakk-képzédés és atheroszkler6zis formajaban. Tobb
terapias target is bemutatasra keriilt, melyek igéretes jovObeni stratégiak lehetnek az
inflammatorikus  arthritiszek  kezelésében. A kifejezett szisztémas gyulladas az
atheroszklerozis, CV morbiditas ¢és mortalitds rizikdjanak emelkedésével jarhat.
Vizsgalatunkban azt vettilk szemiigyre, hogy a TNFi kezelés megvaltoztatja-e az angiogén
mediatorok szintjét 6 és 12 hoénappal a terdpia kezdetét kovetden, valamint azt, hogy az
angiogén mediatorok megemelkedett szintje kapcsolddik-e az FMD/ccIMT/PWV altal
bemutatott megvaltozott vaszkularis fiziologiahoz. Hasonldéan meg kivantuk itélni, hogy az
angiogén valasz valtozdsa egyrészt korreldl-e az oralis egészségmegvaltozassal, masrészt

hogy a dohanyzas ténye azt befolyasolja-e.

A TNFi terdpia klinikailag hatékonynak bizonyult mind RA, mind pedig AS
kezelésében, amit a DAS28-ESR és BASDAI indexek szignifikdns csokkenése tiikrozott. A
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TNFi-vel valo egy éves kezelés a szérum VEGF, PDGF-BB és Ang2 értékek szignifikans
csokkenését eredményezte. Ugy gondoljuk, hogy a TSP-1 komplex, egyiittesen anti- és pro-
angiogén hatdsmechanizmusa vezethet azon megfigyelésiinkhoz, mely szerint a szérum TSP-1

szintje a TNFi terdpia 6. és 12. honapjara szignifikansan nem valtozott.

Egyértelmii pozitiv korrelacidt irtunk le a magas VEGF és Ang2 szintek kozott, amig
az Angl hatdsa valamelyest VEGF-t6] fiiggetlennek tiint. Mindezen til az Ang2 szintje
korrelalt a CV megbetegedések jelenlétével alatamasztva az angiogenezis és inflammatorikus
atheroszklerozis kozotti 0sszefiiggést. Az Ang2 ¢s a PDGF-BB szintje korrelalt a betegségi
idétartammal, illetve az Angl és Ang2 Osszefliggést mutatott a CRP-vel, igy igazolva az
intenziv angiogenezis, hosszl betegségi iddtartam ¢€s szisztémas gyulladas egylittes atfedését.
Ezen feliil megfigyeltiik, hogy a magas kezdeti Ang2 szintek jol korreldlnak a terapiat kovetd
perzisztensen emelkedett CRP szintekkel, hasonléan eredményt latva amikor a 12. havi Ang2

értékeket hasonlitjuk a kezdeti CRP értékekhez.

A kezdeti aCCP ¢és anti-CEP autoantitestek jelenléte szintén korrelalt a TSP-1

értékekkel az autoimmunités és neoangiogenezis atfedését tikkrozve.

A kezdeti PDGF-BB ¢és TSP-1 6sszefiiggést mutatott a ccIMT-vel azt sugallva, hogy

ezen angiogén mediatorok szereppel birnak az autoimmun atheroszkler6zis folyamataban.

A tobbvaltozos regresszioszamitas alapjan a PDGF-BB szintje dohanyosok esetében
szignifikdnsan magasabb volt a nem dohinyosokhoz viszonyitva a TNFi terapia 12.
honapjaban, amely azt sugallja, hogy a dohdnyzés ténye a gyulladas folyamatat, valamint a

neovaszkularizaciot felerdsiti €s a terapias valaszt csokkenti.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az angiogenesis kiemelt szereppel bir az
inflammatodrikus arthropathidk pathogenezisében, valamint a arthritiszekkel tarsulo felgyorsult
inflammatorikus atheroszklerdzisban 1is. Néhany angiogén mediator biomarkerként
funkciondlhat az angiogenezis, gyulladds és atheroszklerdzis egyiittes megjelenésének

alatamasztasaban arthritiszek esetében.

8 KOSZONETNYILVANITAS
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