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1. BEVEZETES

A végtagsebészeti implantatumok kornyezetében megfigyelhetd osteolysis (csontfogyas)
jelentds klinikai probléma. A kilazult imlantatumok koriil idovel megjelend osteolysis teriiletén
¢észlelt patologiai elvéltozasok gyakori eleme a hegszovetszerli pseudomembran (interfacialis
membran) kialakuldsa a csont/implantaitum hatardn. Az interfacidlis membran (IFM)
granulomatosus szovet, amely foként fibroblastokbdl, macrophagokbol, és idegentest orids
sejtekbdl all.

Altalanosan elfogadott, hogy a metallosisb6l és kopasbol szarmazo feliileti particulumokat a
kornyezd sejtek phagocytaljak, ettdl aktivalodnak, majd proliferalodnak és gyulladasos
mediatorokat termelnek, mint példdul a TNF-a (tumor necrosis faktor-a), IL-1p (interleukin-1p)
¢s az IL-6 (interleukin-6). Végso soron ezek a “csontlebontd” dgensek aktivaljak az interfacialis

membran minden sejttipusat paracrin, vagy autocrin modon (1. abra).
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1. abra Az ,0sszes” in vivo sejt-sejtaktivalo tényezd. A feketével jeloltek megfelelnek a korabbi in vitro
modelleknek.  Fekete+bekarikazott az altalunk tovabbfejlesztett in  vitro modellnek felel meg.

Feketet+bekarikazott+ddlt felelne meg egy tokéletes modellnek.

Szamos tanulmany kimutatta, hogy a macrophagok particulumok phagocytalasa soran
aktivalédnak és olyan gyuladasos cytokineket termelnek, amelyek eldsegitik az
osteoclastogenesist és a fokozddd csontlebontast. Az osteoblastok is phagocytalnak
particulumokat, amely kovetkeztében szignifikdnsan megné a TNF-a (tumor necrosis faktor-a)
¢s IL-6 (interleukin-6) kibocsatasuk, ezzel egyidejiileg jelentdsen csokken a procollagen E1[I]

termelésik.



Ezekkel szemben a fibroblastok particulumokra adott valaszarol joval kevesebb informacidval
rendelkeziink annak ellenére, hogy az interfacialis membrant alkotd sejtek tobbsége fibroblast.
Fontos kiinduléasi pont, hogy a fibroblastok aktivaltsagi foka IL-6 (interleukin-6) és MCP-1
(monocyte chemotactic protein-1) termelésiik alapjan mérhetd.

Egy korabbi tanulmanyban interfacidlis membran fibroblastokat kisméretli (<3 pum) titdnium
particulumokkal probaltak aktivalni, mely hatasara jelentds collagenase €s stromelysin, valamint
mérsékelten emelkedett TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases) atirdédast tudtak elérni.
Ezek az eredmények azonos kisérleti koriilmények kozott korreldltak a rheumatoid synoviumbol
izolalt fibroblast tenyészetekben mérhetével és jelentdsen eltértek a normal synovialis
fibroblastoknal mértektdl. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a particulumok kozvetleniil
képesek fibroblastokat aktivalni, és csontlebont6 metalloproteindzokat szintetizalni olyan
komponensekkel egyiitt, amelyek gatoljadk az osteoblastok csontfelépité funkcidjat. Néhany
fibroblast eredeti faktornak autocrin hatdst, vagy mas sejttipusra (macrophag, osteoclast)
gyakorolt paracrin hatést is tulajdonitottak implantatum kdrnyezetében.

Ugyanakkor valdszinli, hogy az interfacialis membran kiilonféle sejttipusa mind képes
particulumot phagocytdlva, vagy egyéb modon aktivalodni, szdmos cytokint, chemokint,
valamint novekedési faktort termelni, és altaluk paracrin modon a fibroblastok funkciojat
befolyasolni.

A korabban hasznalt kisérletes modellekben (cytokinekkel vagy particulumokkal aktivalt sejtek)
az interfacidlis membran fibroblastok nem tudtak TNF-o (tumor necrosis faktor-a), IL-1B
(interleukin-1B), TGF-B1 (transforming growth factor-f1), MCP-2 (monocyte chemotactic
protein-2), MIP-la (macrophage inflammatory protein-la), RANTES (Regulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted), vagy PDGF (platelet-derived growth
factor) mediatorokat termelni, amibdl arra is lehetne kovetkeztetni, hogy erre in vivo sem
képesek. Hipotézisiink szerint azonban a korabban hasznalt in vitro modellek nem kozelitették

meg eléggé a valds koriilményeket.



2. CELKITUZESEK
Els6dleges célkitlizésiink volt jobban megismerni az interfacialis membran legdominansabb

sejttipusanak szerepét az implantatum koriili osteolysis pathogenesisében.

Ennek érdekében célul tliztiik ki egy olyan in vitro modell 1étrehozasat, mely az dsszes in vivo

sejtaktivald tényezot (1. abra) egyszerre modellezi.

Be kivantuk bizonyitani, hogy a fibroblastok particulumok, vagy egyéb kornyezeti tényezdk
hatdsdra a kordbbi in vitro vizsgalatoknal fokozottabban is képesek aktivalodni, vagy

hatékonyabb gyulladasos cytokineket is termelni.

Igazolni kivantuk, hogy a fibroblastok az implantitumok kornyezetében fellelhetd

sejtmediatorok legjelentdsebb mennyiségi forrasa.

3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Particulumok és laborvegyiiletek

Minden vegyszert a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) vagy a Fisher Scientific (Chicago, IL)
cégektol vasaroltunk. A kereskedelmi forgalomban kaphatd tiszta titanium particulumok (<3
um;  Johnson  Matthey, Danvers, @ MA)  szennyezettségét  tisztitast  koveto,
endotoxin/lipopolysaccharide Limulus amoebocyte cell lysate assay (Biowhittaker, Walkersville,
MD) segitségével zartuk ki. Szedimentaciot kovetden az atlagos + SD particulum méret 1.42 +
0.83 um volt, 91% kisebb mint 3 um, és 72% 1 pm-nél is kisebb. Korabbi tanulmanyok alapjan
a 0.075% (volume/volume: v/v) particulum suspensio - megkdzelitbleg 6x107 particlum/ml —

atlagos kezelési mennyiségnek felel meg, ezért alkalmaztunk ennyit a kisérleteink soran.

3.2 Paciensek és szovetmintak

A human szovetmintadkat nagyiziileti protézis beliltetés ¢és revizdo soran, a betegek
beleegyezésével nyertiik. Normal synoviumot (negativ kontroll) 5 szervdonor (hirtelen, vagy
baleseti halal) térd- és bokaiziiletébdl nyertiink (28-62 év) 3-6 6raval a halal beallta utan.
Tovabbi “normal” synoviumot nyertiink olyan combnyaktorést szenvedett betegekbdl, akiknél
egyértelmiien kizarhaté volt synovialis érintettség, vagy porckarosodis. Osszesen 12 normal
synoviumot teszteltiink. Pozitiv kontrollként 8 ismert rheumatoid arthritises (RA) beteg (47—63

¢év) térdprotézis beiiltetése soran kivett synoviumot hasznaltunk.



Implantatum koriili interfacialis membranhoz kilazult protézisek (23 csipd és 9 térd) revizids
miitéte soran jutottunk, atlagosan 10.1 évvel a primer beiiltetés utan. Ez a csoport 18 férfi és 14
nébetegbdl allt, atlagéletkoruk 62.2 (34-91) év volt. A radioldgiailag egyértelmii osteolysis
mellett a betegek f6 panasza a fijdalom, mozgaskorlatozottsag és instabilitds volt. A primeren
beiiltetett implantatum tipusa, helye, a beiiltetés modszere és a beiiltetés oka szandékosan széles

skalan mozgott.

3.3 Ex vivo sziovet explantaciés tenyészetek és kondicionalt médiumok

A szovetmintdk a kivételiiket kovetd 5-20 percen beliil steril tdpoldatban keriiltek a laborba.
Minden mintabol tenyésztettiink explantacios kulturat, izolaltunk RNS-t és fibroblastot, valamint
szovettani vizsgalatot is végeztiink.

Kérdéseink megvalaszolasara terveztik meg az ex vivo szdvet explanticids tenyészetet,
amelybdl a szoveti kondicionalt médiumot (CM) nyertiik: Megkozelitdleg 0.5g synovium, vagy
interfacidlis membran keriilt 2.5 ml DMEM (Dulbecco modified Eagle's minimal essential
medium) ¢és FBS (fetal bovine serum) (HyClone, Logan, UT) tapoldatba, amelyet 7 napig 24
oranként cseréltiink. A gyiijtott kondicionalt médiumban (CM) mértiik a cytokinek mennyiségét
¢s ezzel a médiummal kezeltiik a sejteket is. Egyidejlileg inkubalt, szovettenyészet nélkiili

DMEM szolgalt nulla kontroll médiumként.

3.4 Fibroblast izolalas

Fibroblastokat friss szovetbdl és 7 napos szdvettenyészetbdl egyarant izolaltunk, hogy
Osszehasonlitsuk a mennyiségiiket és az életképességiiket. Petri-csészében (D10-cm Beckton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) DMEM/10% FBS tapoldatban tenyésztettiik az adherens
sejteket. A fibroblastok mennyisége mintanként eltérd volt, de nem volt kiilonbség az életképes
sejtek aranyaban (85-95% trypan blue teszt szerint) a friss és a tenyésztett mintékat illetéen.

Az egyrétegli, O6sszefiiggo fibroblast tenyészeteket legalabb 5 generacion keresztiil szaporitottuk,
miel6tt ~0.7x10° sejt/Petri-csésze mennyiségben felhasznaltuk a kisérletekhez. A fibroblast
fenotipust flow cytometria €s immunhistochemia segitségével igazoltuk. A frissen izolalt
interfacidlis membran fibroblastokban kimutattunk phagocytalt particulumot. Az in vivo
koriilményeket in vitro modellezve interfacialis membran fibroblastokat kezeltiink titdnium
particulummal (0.075%, v/v). Az in vitro kezelt fibroblastok is jelentds mennyiségii titanium

particulumot phagocytaltak.



3.5 A fibroblastok kezelése kondicionialt médium, particulum, vagy mindkett6
felhasznalasaval

A tovabbfejlesztett in vitro modell 1ényege a sejtek aktivalasa szoveti kondicionalt médium és
particulum egyidejii addséaval.

A fibroblast tenyészeteket DMEM (médium kontroll) vagy CM-IFM (interfacialis membran
kondicionalt médium) adéasaval kezeltiik, melyekhez titinium particulumokat adtunk. A kezelt
fibroblastokrol 6-96 o6raig sejt altal kondicionalt médiumot gytijtottiink tovabbi vizsgalatok
céljara.

Harom kiilonb6z0 szovet kondicionalt médiumat hasonlitottuk 6ssze cytokin termelésiik alapjan.

A normal synovium negativ, a rheumathoid synovium pozitiv kontrollként szolgalt.

3.6 In vitro osteoclastogenesis vizsgalat

A csontvelt olyan (28-57 ¢év kozotti) betegek csigolyatesteib6l nyertiik, akiken
gerincstabilizald miitétet hajtottak végre. Az ebbdl izolalt és tenyésztett csontveld Ossejteket
alakitottuk osteoclast sejtekké a kisérleteink soran. Ennek lényege, hogy az igy elkiilonitett
csontveld Ossejteket 10% FBS-t tartalmazoé alpha-minimal essential médiumban (GIBCO
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) tenyésztettiik 12-24 oraig, majd attranszferaltuk ket
olyan edénybe, amelyben interfacidlis membran fibroblastok voltak. Az ily modon egyiitt
tenyésztett sejteket kezeletleniil hagytuk, vagy titdnium, TNF-q, illetve CM-IFM (interfacialis
membran kondicionalt médium) hozzdadasaval kezeltiik.

Ezekben a kozds tenyészetekben 50 ng/ml recombinans M-CSF (macrophage colony
stimulating factor; R&D Systems Minneapolis, MN) 8-14 napi hozzaadasaval indukaltunk
osteoclastogenesist. A fibroblastokat CD90, RANKL ¢és TRAP (tartarate-resistant acid
phosphatase, Sigma) felismer6 festékkel kezeltiik. A tobb magvu (> 4 mag sejtenként) TRAP+
sejteket vettiik differencidlodott osteoclastnak. A kezeletlen interfacidlis membran fibroblastok,
a csak M-CSF vagy RANKL hozz4adasaval kezelt fibroblastok és a csak M-CSF hozzdadéasaval
kezelt csontveld dssejtek szolgaltak negativ kontrollként. Az M-CSF (50 ng/ml) és RANKL
(100 ng/ml; R&D Systems) egyidejii hozzaadasaval kezelt csontveld dssejtek szolgaltak pozitiv
kontrollként. Tovabbi fibroblastokat kezeltiink 48 6raig titdnium particulummal (0.075% [v/v])
majd frissen izolalt csontveld éssejteket (0.8x10%csésze) és 50 ng/ml M-CSF-t adtunk hozzajuk.
Kezeletlen fibroblastok dnmagukban, csontveld Ossejtek onmagukban, illetve ezek egyiitt; M-

CSF hozzéaadasaval, vagy nélkiile szolgaltak negativ kontrollként.



3.7 RNS (Ribonukleinsav) izolalas és RPA (RNase protection assay)

Friss és 1 hétig tenyésztett szovetbdl, valamint 6, 12, 24, 48, 72 oraig kezelt fibroblastokbol
izolaltunk RNS-t. Az RPA vizsgalathoz 8 pg RNS-t hasznaltunk (Riboquant Multiprobe RNase
Protection Assay System BD PharMingen). A vasarolt templatok felhasznalasaval (BD
Bioscience) mértiik tobbek kdzt a human TNF-o (tumor necrosis factor-a), IL-4 (interleukin-4),
MMP-1 (matrix metalloproteinase-1), IL-1a (interleukin-la), IL-1B (interleukin-1f3), MCP-1
(monocyte chemotactic protein-1), TGF-f1 (transforming growth factor-f1), TGFBRI
(transforming growth factor-f receptor-I), IL-6 (interleukin-6), IL-8 (interleukin-8), VEGF
(vascular endothelial growth factor), Cox-1 és Cox-2 (cyclooxygenases), valamint LIF
(leukemia inhibitory factor) atirédast. Normalizaldo génként ribosomalis protein (L32) ¢s
glyceraldehyde-6-phosphate dehydrogenase (GAPDH) szolgalt.

A mérni kivant, jelolt ([E-32PJUTP) mRNS (messenger ribonukleinsav) mintak eltérd méreteik
alapjan helyezkedtek el a gélben. A radioaktivitas mértéke az atirt RNS mennyiségét tiikkrozte

(Storm Phosphorlmager, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

3.8 Reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction (QRT-PCR)
Mivel a kisérletek folytatdsa idején sem RANKL sem OPG nem 4llt rendelkezésre RPA
templaton, ezek mRNS termelddését real-time quantitative PCR (Smart Cycler System Cepheid,
Sunnyvale, CA) segitségével mértiik. A RANKL-specifikus forward (5’-CGT TGG ATC ACA
GCA CAT CAGQG) és reverse primer (5’-GCT CCT CTT GGC CAG ATC TAA C) volt, az OPG-
specifikus forward (5’-GCA GCG GCA CAT TGG AC) és reverse primer (5’-CCC GGT AAG
CTT TCC ATC AA) volt. A normalizalast L32 forward (5’-CAA CAT TGG TTA TGG AAG
CAA CA) ¢és reverse primer (5’-TGA CGT TGT GGA CCA GGA ACT) felhasznalasaval
végeztiik.

Minden kisérletet haromszor, 3 RNS mintabol végeztiink el. Ugyanazon mintdkat hasznaltuk

QRT-PCR mérésnél, mint amiket RPA soran.

3.9 Kibocsatott fehérje mérése ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) segitségével
A szoveti és sejti kondicionalt médiumokat 6-96 o6ra kozott gytijtottik. A TNF-a, IL-18, MCP-
1, IL-6, IL-8, és VEGF meghatarozashoz capture ELISA-t (R&D Systems Minneapolis, MN)

hasznaltunk.



3.10 RANKL kimutatas Western blot hybridizacio és flow cytometria segitségével

Annak érdekében, hogy a kibocsatott RANKL fehérjét (a leghatékonyabb osteoclast aktivald
faktor) kimutassuk, a kezelt fibroblastok kondicionalt médiumat sodium duodecyl sulfate (SDS)-
10% polyacrylamide gélen (PAGE) futtattuk. A nem kibocsatott (feltehetden fibroblast
membranhoz kotott) RANKL kimutatasa érdekében a sejteket lysis buffer segitségével bontottuk
meg. A sejt szuszpenzidkat ugyancsak polyacrylamide gélen (PAGE) futtattuk. A fehérjéket
anti-RANKL mAb (clone 70513; R&D Systems) vagy nyul polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, San Diego, CA) segitségével jeloltik. A 24 és 48 kDa méretli fehérjéket
recombindns human RANKL alapjan azonositottuk be.

A flow cytometridhoz is kezelt és kezeletlen fibroblast tenyészeteket hasznaltunk. A sejteket 10
ng/ul egér anti-human-RANKL mAb (clone 70513) és biotin-jelolt kecske anti-egér Ig antibody
(10 ng/ul; BD Pharmingen) felhasznalasaval jeloltiik meg. A reakcid el6hivésara streptavidin-
phicoerythrint (Gibco) alkalmaztunk. A mintédkat 2%-os formalinban fixaltuk ¢s FACSCalibur
CellQuest software (Becton Dickinson, San Jose, CA) segitségével analizaltuk. A kisérletek

soran egy IgG1 isotype control mAb szolgalt nem specifikus hattérszint mérésre.

3.11 Statisztikai analizis
A Mann Whitney U tesztet hasznaltuk. A 0.05-nél kisebb P értéket tekintettiik szignifikdnsnak.
Az Osszes statisztikai analizist az SPSS/PC+ version 10.1 program (SPSS, Chicago, IL)

segitségevel végeztiik.



4. EREDMENYEK

4.1 Csontlebonto faktorok mérése és kivalasztasa

Egészséges normal synoviumot €s patologias rheumatoid synoviumot hasonlitottunk interfacialis
membranhoz. Bar szdmos faktort mértiink, itt csak a TNF-a, MCP-1, IL-1p, IL-6, IL-8 és VEGF

mérési eredményeit mutatjuk (2. abra).
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2. abra Harom kiilonb6z6 synovialis szovet cytokin termelése NSy — normal synovium, RASy — rheumatoid
synovium, IFM — interfacialis membran. Frissen izolalt (A), vagy 7 napos szdvettenyészetben (B) mért mRNS
szintek. C — szovettenyészetek altal termelt fehérjék szintje a szoveti kondicionalt médiumokban.



4.2 Synovialis szovetek és az interfacialis membran mRNS szintje, valamint ezen
szovettenyészetek cytokin/chemokin fehérje kibocsatasa a kondicionalt médiumba

A normal synovium messenger RNS szintje minden cytokin, chemokin és ndvekedési faktor
tekintetében joval alacsonyabb volt a patoldgids synovidlis szovetekénél, akar rheumatoid
iziiletekbdl, akar periprotetikus kornyezetbdl szarmaztak (2A abra).

Az mRNS-ek szintje a szovettenyészetekben a 7. napig fokozatosan nétt, (2B abra), ekkorra a
mennyiségiik 4-10-szer lett nagyobb a friss szovetmintakban mértekhez képest (2A abra). Ezek
az eredmények korreldlnak az altaluk termelt cytokin, chemokin és ndovekedési faktor fehérjék

mennyiségével is (2C dbra).

4.3 Fibroblastok és fibroblast activacios markerek

Eldkisérleteink soran kiilonféle szovetek fibroblastjait tesztelve azt tapasztaltuk, hogy az IL-1,
de foként az MCP-1 és az IL-6 a legérzékenyebb fibroblast activacids marker.

Készitettiink egy “cytokin keveréket” (mesterséges pozitiv kontroll céljabél) 6 ismert
cytokin/chemokin interfacidlis membranban mért atlagos koncentracidja alapjan (2C abra).
Ezzel a keverékkel a patologias szovettenyészetek kondicionalt médiumaihoz mérhet6 IL-6, IL-
1B, és MCP-1 fehérje termelést tudtunk provokalni interfacialis membran fibroblastokban (3.

abra).

4.4 Titanium particulum, interfacialis membran kondicionalt médium vagy mindkett
hatasanak Kitett fibroblastok fokozott mRNS atirasa és fehérje termelése

Bemutattuk, hogy a fibroblastok in vivo és in vitro is képesek kopasi particulumokat fagocitalni.
Igazoltuk tovabbd, hogy a fibroblastok titinium particulumokkal, gyulladasos citokinekkel, és
kondicionalt médiumokkal is stimulalhatéak (3. abra). A sejtek valasza transcripciondlis és

translaciondlis szinten is jelentdsnek bizonyult.
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3. abra Interfacialis membran fibroblastok IL-1f, MCP-1 és IL-6 mRNS atirasa normal synovium (CM-NSy),
rheumatoid synovium (CM-RASy), és interfacidlis membran (CM-IFM) szdvettenyészeti kondicionalt médiumok,
valamint “cytokin keverék”, titinium particulum, TNF-a, IL-18, MCP-1 és IL-6 kezelés hatasara.

Ezek utan azt vizsgaltuk, hogy (1) mi a kiilonbség a titdnium-indukalta és a kondicionalt
médium-indukalta gén expresszio kozott, (2) mekkora a szintje és milyen az iddbeli lefutdsa a
titdnium-indukalta és a kondicionalt médium-indukalta gén expresszionak, valamint (3) mely
csontlebonto faktorokat kodold gének atirdsa novekszik meg jelentdsen titanium particulumok,
vagy szoveti kondicionalt médiumok hatasara. A méréseket kezeletlen, interfacidlis membran
kondicionalt médiummal és/vagy 0.075% (v/v) titanium particulummal kezelt interfacidlis
membran fibroblastokon végeziik. A titanium particulumoknak dnmagukban csekély hatasa volt
a vizsgalt gének expresszidjara. Az interfacialis membran kondiciondlt médiummal kezelt
sejtekben az MCP-1, IL-6, IL-8, TGFB1, VEGF, Cox-1, és Cox-2 gének atiroddsa volt a
legkifejezettebb. Ezen gének expresszidja kombinalt kezelés (Ti+CM-IFM) hatasara még tovabb
novekedett. A titanium particulum ¢és interfacialis membran kondicionalt médium egytittadasa
additiv vagy szinergista hatassal volt az MCP-1, IL-8, Cox-2, IL-6 és LIF atirasra, melyek jol

ismert osteoclast érést és aktivalast elésegitd faktorok.



Az interfacidlis membran fibroblastok dozis-fiiggden és ido-fliggden is reagaltak a kezelésekre.
A harom kivalasztott fibroblast aktivacios marker (IL-1p, MCP-1 és IL-6) a legmagasabb mRNS
szintet 12-48 oraval a kezelés utan érte el, mig a legmagasabb kibocsatott fehérje szint (az IL-13

kivételével) 72-96 6ra mulva volt mérhetd a fibroblastok kornyezetében (4. abra).
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4. abra Az interfacialis membran fibroblastok titanium particulum (0.075% [v/v]), vagy interfacialis membran
kondicionalt médium (CM-IFM) kezelésre, tovabba ezek kombinacidjara adott id6-fliggd valasza.

A bal oldali gorbék az mRNS expresszid mértékét, a jobb oldali gorbék a hozzajuk tartozd szekretlt protein
mennyiségét mutatjak IL-1p, MCP-1 és IL-6 tekintetében.

Figyelemre mélto, hogy a fibroblastok nanogram mennyiségben is képesek MCP-1 és IL-6 proteineket termelni!

4.5 Interfacialis membran fibroblastok M-CSF, OPG és RANKL expresszidja

Az interfacialis membran fibroblastok jelentés mennyiségii VEGF, M-CSF, OPG ¢és RANKL
mRNS-t expresszalnak interfacidlis membran kondiciondlt médium kezelés hatasara titdnium
particulum jelenlétében, és valamivel kevesebbet utobbi nélkiil. Ezek a sejtek spontan is
szekretaljak a RANKL solubilis (24 kDa) formajat, és termelik a membranhoz kotott (48 kDa)
formajat is, méginkabb kezelés hatdsara. Fontos, hogy mig az OPG expresszido 12 oraval a
kezelés utan elért maximumot kdvetden szignifikdnsan csokkent, addig a RANKL expresszid

folyamatosan, id6-fliggden novekedett.
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Tehat a proinflammatorikus cytokinekkel aktivalt fibroblastok nagy mennyiségben termelték a

legfontosabb osteoclastogenezist indukald faktorokat (M-CSF és RANKL) és ezek kibocsatasi

szintje még tovabb emelkedett titinium particulum jelenlétében. Az interfacialis membran

kondicionalt médium kombinaciéban adva titdnium particulummal szinergista hatdssal volt a

RANKL expressziora (5. abra).
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5. abra Interfacialis membran fibroblastok M-CSF, osteoprotegerin (OPG), és RANKL expresszioja 12 vagy 48
oras titanium particulum és/vagy interfacidlis membran kondicionalt médium (CM-IFM) kezelést kovetden. A
Western blot panelek a médiumba szekretalt/shedalt (24-kDa), és a sejtmembranhoz-kotott (48-kDa) RANKL
format is mutatjak. Pozitiv kontrollként recombinans human RANKL proteint hasznaltunk.

RANKL-positive cells
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6. abra Interfacialis membran fibroblastok RANKL expresszidja 24 o6ras TNF-a, IL-1f, vagy interfacialis membran
kondicionalt médium (CM-IFM) kezelést kdvetden. Az aramlasi cytometria a kezelést kovetden egér anti-human
monoclonalis antitesttel jelolt interfacialis membran fibroblastok RANKL expressziojat mutatja.
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Mivel az OPG és a RANKL az interfacialis membran kondicionalt médiumban mérhetd volt,
tovabba az interfacialis membran kiilonb6zd sejttipusaiban egyarant kimutathatdé volt,
kivancsiak voltunk az interfacialis membran fibroblastok RANKL termeld kapacitasara. Ennek
érdekében a sejteket kondicionalt médium, IL-1f vagy TNF-a kezelésnek tettiik ki, majd a

RANKL expressziot daramlasi cytometriaval mértiik (6. abra).

4.6 Osteoclastogenezis el6idézés fibroblastok segitségével M-CSF jelenlétében

Létrehoztunk egy olyan kozds sejttenyészetet, mely human interfacialis membran
fibroblastokbol és csontveld dssejtekbdl allt. Ezek a csontveldbdl szarmazé dssejtek tobbmagvu
TRAP+ sejtekké differencidlodtak M-CSF és RANKL jelenlétében, de csak akkor, ha mindkettd
egyszerre jelen volt. Hasonlé képpen, a titdniummal kezelt humdn interfacidlis membran
fibroblastok (M-CSF jelenlétében) a csontveldbdl szdrmazd Ossejteket tobbmagva TRAP+
sejtekké differencialtdk. Azonban az Ossejtek kezeletlen fibroblastokkal egyiitt tenyésztve, vagy
M-CSF hianyaban soha nem differencidlodtak tobbmagvii TRAP+ sejtekké. Tehat a megfeleld
cytokinnel, vagy partikulummal aktivalt interfacialis membran fibroblastok folyamatos RANKL

termelése M-CSF jelenlétében osteoclastogenezist eredményezett.

5. MEGBESZELES

Az implantatumok koriili hegszdvet (interfacialis membran) mintegy 30%-a fibroblastbol all, és
ezek a sejtek proliferalédnak legintenzivebben az interfacialis membranban, mely aktivalt
allapotukat igazolja. Az implantatumok koriili hegszovetban zajlo magas fibroblast proliferacid
aktiv szovet remodellaciora utal, mely folyamat sordn hegszovet foglalja el az implantatum
kortil lebontott csontszovet helyét. Ebben a sajatos kornyezetben a kopasi particulumok és a
kiilonféle sejt-sejthatasok folyamatos szoveti aktivaciés szintet tartanak fenn klinikailag
kimutathaté implantatum korili csontfogyast okozva, ami az iziileti implantatumok kilazuldsat
¢és elégtelenségét eredményezi. Kimutattuk, hogy az interfacialis membranban a macrophagok
mellett a fibroblastok aktivalodasa is része a természetes folyamatnak. Az aktivalt fibroblastok
osteoclastogenezist €s kovetkezményes csont resorpcidt generdlnak, mely miatt jelentdségiik -
mennyiségileg biztosan, de aligha nem vezérld szerepiik miatt is - vetekszik a macrophagokéval.
Bizonyithatéan szamos, az interfaciadlis membranban fellelheté indirekt (osteoclastogenikus)
faktor és direkt csontbontd metalloproteinaz aktivalt fibroblastokbol szarmazik. A szoveti
metalloproteindz gatlok alacsony szintje, valamint az osteoblast funkcid gatldsa mind arra utal,

hogy a fibroblastoknak kulcsszerepe van az implantdtumok kiiriili csontfogyéasban.
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2. UJ EREDMENYEK

Igazoltuk, hogy az interfacialis membran sejtjei altal kibocsatott gyulladasos cytokinek és/vagy
kopasi particulumok hatésara aktivalodott fibroblastok szdmos, nagy mennyiségli chemokint
szekretalva toborozzak a myeloid sejtvonal elemeit.

Bebizonyitottuk, hogy a human fibroblastok aktiv részvevéi az implantatum koriili
csontfogyasnak, mivel gatoljak az osteoblast funkciot, csontlebontd enzimeket termelnek,
valamint direkt és indirekt modon is hozzé4jarulnak a csontbonté macrophagok toborzasaban és a
tobbmagvu osteoclastok differencialédasaban.

Demonstraltuk, hogy a stimulalt RANKL+ fibroblastok csontveldi 6ssejtekkel egyiitt tenyésztve

osteoclastogenezist indukaltak.

Annak érdekében, hogy az in vivo koriilményeket minél jobban reprodukaljuk, 1étrehoztunk egy
olyan in vitro modellt, mely az 0sszes in vivo sejtaktivalo tényezot egyszerre modellezi. Ennek
Iényege, hogy az implantatumok koriili szovetekben fellelhetd méretii kopasi particulumok és a
protézisek kornyezetébdl szdrmazo szdvettenyészeti kondiciondlt médiumok egyiittadasaval

kezeljiik a human sejteket.

Megmutattuk, hogy az interfacialis membran fibroblastjai in vivo €s in vitro is képesek
particulumokat phagocytalni. A fibroblastok particulumokkal, gyulladasos cytokinekkel és
szoveti kondicionalt médiumokkal is stimulalhatok. A vélasz mind transcripcionélis mind
translacionalis szinten mérhetd.

Azt talaltuk, hogy az MCP-1 legalabb olyan jo fibroblast aktivaciés marker mint az IL-6, ezek
proteinjeibdl az altalunk tovabbfejlesztett in vitro modellben a fibroblastok nanogramnyi
mennyiségeket termeltek.

A korébban alkalmazott in vitro modellek eredményeivel ellentétben, a kombinaciés kezelésben

részesiilt fibroblastok képesek voltak tobbek kozt IL-1B és TGF-B1 kibocsatasra is.

Szamos osteoclastogenikus faktor tobblet expresszidjat mutattuk ki. A legjelentdsebb felregulalt
gének ¢és kibocsatott fehérjék a kovetkezok voltak: matrix metalloproteinase-1, MCP-1, IL-1p,
IL-6, IL-8, Cox-1, Cox-2, LIF, TGF-B1, TGFp receptor-I, RANKL, OPG ¢és VEGF.

A kombinalt kezelés - titAnium particulumok és szoveti kondicionalt médiumok egyiitt adésa -
legalabb additiv, de sok esetben szinergista hatdst kifejtve, nanogramnyi mennyiségii osteoclast

érleld és aktivald faktor termeléséhez vezetett.
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