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1. Roviditések

PACAP: hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid
PACL: hipofizis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid receptor 1
VPAC1: Vasoactive intestinal polypeptide receptor 1
VPAC?2: Vasoactive intestinal polypeptide receptor 2
HE: hematoxilin-eosin

vDMMK: vizes dimetil-metilénkék

PS: picrosirius

ECM: extracellularis matrix

Sox9: SRY (sex determining region Y)-box 9

PKA: protein kindz A

CREB: cAMP response element-binding protein
GAG: gliikozaminoglikéan

CPC: chondroprogenitor cell



2. Absztrakt

Bevezetés: A hypophysis adenilat ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) elsének a kdzponti
idegrendszerbdl lett izolalva, azonban mara tudjuk, hogy ez a 38 aminosavbol all6 polipeptid
szamos jelatviteli kaszkadban jatszik szerepet, ezaltal tobb fejlédéstani folyamatban is fontos
szabalyozo6 funkciot tolt be. Harom receptora ismert, a VPAC1, a VPAC2 és a PAC1, mely
utébbi koti a legnagyobb affinitassal a PACAP 1-38-at. Korabbi kisérletek alapjan tudjuk, hogy
az osteogenesis és chondrogenesis, tovabba az dregedési folyamatokban is fontos szereppel bir
a PACAP 1-38.

Célkitiizés: Kiséreteink célja volt, hogy megvizsgaljuk a PACAP 1-38 chondrogenikus

differencidciora gyakorolt hatasait chondroprogenitor (CPC) dssejtkulturan.

Anyagok és mddszerek: Human eredetli osteoarthritisben szenvedé betegekbdl izolalt CPC

sejtvonalakat monolayer kultaraként tenyésztettiink, majd szintetikus PACAP 1-38 kezeléseket
alkalmaztunk. Ezt kovetéen MTT életképességi teszttel vizsgaltuk a sejtek életképességére
gyakorolt hatdsait a kezeléseknek. A sejtek proliferacidjat tricialt timidin beépulésével
vizsgaltuk 2 napon keresztiil. Kiilonboz6 szdvettani festésekkel a sejtek morfologiai valtozésait
iteltuk meg, tovabba a sejtek matrixtermelését vizsgaltuk. A  kollagéntermelés
nyomonkdvetéséhez tricialt prolin beépllését hasznaltuk, valamint picrosirius vords festéssel
vizsgaltuk a kollagénrostok orientacidjat. Western blottal monitoroztuk a Sox9 és CREB
transzkripcids faktorok expressziojat és foszforilaciojat, a P-Sox9 és P-CREB intracellularis

lokalizacidjat immuncitokémiaval hataroztuk meg.

Eredmények: A PACAP 1-38 kezelés nem okozott citotoxikus valtozasokat kultardinkon. A
sejtek proliferdcidja nem valtozott szignifikans mértékben. A morfologiai elemzésbdl
szignifikans valtozasokat allapitottunk meg, a sejtek longitudialis irdnyu csdkkenést mutattak.
Az extracelullaris matrix termelése fokozodott a sejtekben, mely a chondrogenikus
differenciaciot feltételezi, viszont a kollagéntermelés nem mutatott szignifikans valtozast a
kezelések hatdsara. Western blottal kimutattuk a P-Sox9 és P-CREB transzkripcios faktorok

emelkedett expresszigjat, melyek jelentds magi transzlokéacidt mutattak.

Diszkusszio: Eredményeink felvetik a PACAP 1-38 gydgyaszati alkalmazasanak lehet6ségeit

osteoarthritisben szenvedd betegek esetében.



3. Bevezetés

3.1 Porcszovet

A porcszovet a kot6-€s tamasztészdvetek csoportjaba sorolhatd. A szervezetben
eléforduld porcszdvetet harom csoportba sorolhatjuk tigy, mint elasztikus porc, rostos porc,
tovabba a hialinporc. K6zos tulajdonsag, hogy ermentes, tovabba beidegzes se talalhato a
szovetekben differencidlodott allapotban [1, 2], tehat diffGzid segitségével képesek felvenni a

synovialis térbdl a szovet szdmara sziikséges anyagokat.

A szervezetben szamos helyen el6éfordul porc, az altalunk vizsgalni kivant hialinporc
funkcionélisan elkiilonithetd formai jelen vannak, mint &llandésult porc, héatramarad a
csontfejlodésbdl mint epifizis porc, valamint iziileti porcként van jelen a szervezetben.
Kutatésaink fokuszaban olyan izileti porc van, melynek legnagyobb a teherbiroképessége és
mechanikai Kitettsége és a leggyakrabban érintett izlileti megbetegedésekben, ez a térdiziletet
borito iziileti porc. A szovetre jellemz6 a nagy mértékii extracellularis matrix (ECM) termelés,
melyben kiilonboz6é tipustt kollagének talalhatok. A porcra jellemzé II-es tipust kollagén
fibrillumokat képez és nagy a szakitoszilardsaga és a nyomo erdk elleni kompressziotiirése.
Jellemz6 tovabba a VI-es, IX-es és a Xl-es kollagén is, melyek lokalizacioja és orientacioja
noveli a hialinporc ellenalloképességét. Szamos proteoglikan talalhaté az extracelluléris
matrixban, legjelentdsebb az aggrekan. Ez utobbihoz nagy mennyiségli glilkozaminoglikan
(GAG) oldallanc asszocial, igy pl. kondroitin-szulfat és keratan-szulfat. Tébb aggrekéan
molekula egy kozponti hialuronsavhoz kotédve proteoglikdn aggregatumot hoz I1étre,
melyekhez a porcszovetben taldlhato viz legnagyobb része kotddik. Ez az elrendezddés a nagy
vizmegkotoképességen kiviil sok ion szdmara is egyfajta csapdaként szolgél, mely igy egy

specialis ionmilidt is kdlcsondz a szovetnek (1. abra).

1.abra: Stilizalt abra a porcszovetet alkoto extracellularis
matrixr6l. Az ECM legfontosabb komponensei a
kiillonb6z6 GAG molekulak, kollagénrostok valamint
hialuronsav lancok. Tobb aggrekanmolekula egy kdzponti
hialuronsavlanchoz kétédve proteoglikan aggregatumokat
hoz létre, mely a porcszévetben megtalalhat6 viz mintegy
60-70 %-at képes megkdtni. BioRender




Az iziileti porc szdvettani szerkezetében szamos régiot kiilonithetiink el az eléforduld
sejtek, valamint a kollagénrostok lefutdsa alapjan. A felszini tangencialis rétegben osztodasra
képes fiatal sejtek vannak, melyek a lubricin nevli molekulat termelik, ami a porcfelszin
ellenalloképességét fokozza. A 11-es tipusu kollagen lefutasat tekintve a felszinnel parhuzamos,
majd ivesen meghajlik a mélyebb z6nak iranyaba. Igy pl. az atmeneti, majd osztodasi és
kalcifikalodo zonakban a felszinre merbleges lefutast mutat. A chondrocytak az &r-apély z6naig
izogenikus sejtcsoportokat alkotnak, melyek specidlis V1-o0s tipusu kollagénben gazdag matrix-
szal veszik magukat koril és chondronokat képeznek. A chondronok koéril a kollagénrostok
ugynevezett Maltai-keresztek formajaban megfigyelhetd polarizacios mikroszkdpban. A
radialis réteg és az ar-apaly zona kornyékén hipertrofias sejtek talalhatok. Az ar-apaly zéna alatt
mar kalcifikalodo teriiletek vannak jelen, melyekben gyakran halmozddik fel a X-es tipusu

kollagén is [3].

3.2 Osteoarthritis

Az osteoarthritis a WHO felmérése szerint viladgszerte az egyik leggyakoribb
mozgasszervi megbetegedés, koriilbelil 300 millio felnéttet érinthet vilagszinten [4], de
Magyarorszagon is jelentOs a betegek szama. Az osteoarthrits egy degenerativ elvaltozas, mely
az izllet teljes egészét érinti [5]. A betegség korai stadiumaban is mar megjelennek gyulladasi
faktorok példaul a TNFa [6]. A szdvetben szdmos a chondrocytak apoptozisat indukald
jelatviteli Gtvonal aktiv, tobbek kdzétt a mitokondrium medialta kaszpaz-fliggé utvonal [7].
Korabbi kisérletek alapjan tudjuk, hogy az OA 0sszefliggésbe hozhat6 az extracellularis matrix
lebomlasaval és meszesedéssel, amelynek stlyossaga pozitivan korrelalt az apoptézissal [7]. A
chondrocytak hipertréfidssa valnak és a synovialis térben is megjelennek sejtek. Az
osteoarthritisre jellemzd, hogy a szabalyos porcfelszin felpuhul, a korabban emlitett
matrixalkotok degradacioja erdteljesen megindul, a kollagén lefutdsa, ezzel egyiitt a szévet
vizmegkotoképessége nagy mértékben csokken [8]. Ez utObbi természetesen a porcszovet

teherbiroképességét is jelentdsen csokkenti.

Az OA kialakulasanak pontos okai nem ismertek, de tisztaban vagyunk a betegség
kialakulasanak hajlamosito tényezoéivel. Ilyen példaul a meniscus sériilés, elhizas, de a betegség

megjelenésének valdsziniisége kapcsolatban all az 6regedési folyamatokkal [9]. Azonban a



betegseg kialakuldsa és porcfelszin sériilésének megjelenése visszafordithatatlan sériiléseket
indukal.

A betegseg korai fazisdban nem jar allando fajdalommal, sok esetben csak egy-egy
tevékenység végzésekor jelentkezik spontan mddon, azonban az id6 eldrehaladtaval a fajdalom

allanddsul, a komfortérzet romlik [10].

A betegség patologiai elvaltozasait tekintve a panaszok az OA egészen késdi fazisaban
jelentkeznek (2. 4bra). A panaszokat okozd degenerativ elvéaltozasok jol megfigyelhetok
kiilonb6zé szovettani festési eljarasokat kovetden, melyekbdl kezdetben a porc felszini
elvaltozasait vehetjiik észre, majd a betegség elérehaladtaval mar a kollagénrostok szerkezeti
degradaciodja is szembetiinévé valik. A kezelési lehetéségek viszonylag sziik keretek kozott
mozognak, hiszen a hialuronsav injekciok csupan a tiineteket kezelik és megdvjak a porcfelszint
a mechanikai terhelés okozta tovabbi degradaciotol. A porcszovet transzplantacidja, vagy
mozaikplasztika is csak ideiglenes mddon tud javitani a beteg kondicidin. Gyakoriak az
Ossejtbetiltetések és azok porc irdnyt differenciaciojanak eldsegitése, ami nagy anyagi
raforditast igényel és nem minden beteg esetén mikodik. Igy aztan valodi kurativ

lehetdségekrdl nem beszélhetiink, csupédn a beteg életmindségének javitasa johet szoba.

2. abra: Osteoarthritis sematikus abrazolasa normal, egészséges térdizlilethez képest. A betegség
elérehaladtaval az iziileti porc felszine degradalodik, szamos gyulladasi faktor aktivalodik és az egész
térdiziiletre kiterjed6 duzzanat és fajdalom jelentkezik a betegnél. BioRender

3.3 Chondroprogenitor sejtek (CPC)

A mezenchymalis eredetii dssejteket szdmos kordbbi kutatas soran leirtdk mar, illetve
sikeresen izolaltak Ossejteket kiilonboz6 szovetekbol [11]. A Kisérleteink soran hasznalt

immortalizalt chondroprogenitor Ossejteket kései stadiumban 1évd osteoarthritisben szenvedd



betegekbdl izolaltdk. A CPC sejtek jelentds migratorikus képességekkel rendelkeznek, valamint
chondropogenitor iranyba elkotelezddtek [12], a szubchondralis teriiletekrdl a synovialis térbe
vandorolnak OA esetén [13]. Tudjuk azt is, hogy a CPC sejtek multipotens tulajdonsaggal
rendelkeznek, tovabba kifejezik a Sox9, valamint a Runx-2 transzkripcids faktorokat [12],
melyek a chondrogenesis €és osteogenesis mestergénjei. Ezek a sejtek potencialisan
segithetnének a porcregeneracioban azonban in vivo korilmények kozott erre nagyon kis esély

van valamilyen kiils6 beavatkozas nélkiil (3. abra).
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3. 4bra: Térdiziiletbdl izoldlhatd mezenchymalis &ssejtek eredetiik szerint. A CPC sejtek chondroprogenitor
irdnyu differencidlddasra képesek porcspecifikus transzkripcids faktorok és citokinek alkalmazdsanak hatdsara.

(1]

Ezen izolalt CPC sejtek mesterséges koriilmények kozott csak BMP és FGF citokinek
alkalmazasaval birhatok enyhe differenciaciora, azonban mesterséges térhalét alkalmazva

faktorok mellett viszonylag szabalyos porcszovetet képzddik [12].



3.4Porcdifferenciacio lépései és szabalyozasa

3.4.1 Porcdifferenciacioé in vivo korialmények kozott

A porcfejlédés a mezenchymalis sejtek gyors osztoddsdval veszi kezdetét, melyek
porctelepeket hoznak 1étre. A sejtek maguk koriil nagy mennyiségli porcmatrixot termelnek.
Még legfeljebb haromszor osztodnak a chondrocytak, azonban a sejteket koriilvevo porcudvar
méar nem engedi a sejteket eltavolodni egymastol, igy kialakulnak a chondronok. Ezt az
ndvekedést interstitialis novekedésnek nevezik (4.4bra). Appositionalis ndvekedésnek
nevezzik azt a porcképzddési folyamatot, amikor porcszovet névekedhet még a porcfelszin
fel6l. Ekkor a porchartya kevésbe differencialt sejtjei chondrobalstokka differencidlodnak majd
tovabb chondronokka [14]. Ezt a fajta novekedés befejezédését kovetden a szovet regeneraciora

csupén alig képes.

.- Chondroblastok OODD

oct=— x vou

Synovialis térbdl
mesenchymalis Porctelepek
Gssejtek.

4. dbra: Chondrogenesis sematikus abréja. A chondrogenesis mestergénjenként emlegetett Sox9 transzkripcids

Vs

porcspecifikus l11-es tipust kollagénexpressziot. A sejtek megtoltik maguk koril a rendelkezésre allé teret,
majd legfeljebb még 2-3 osztodasi fazist koveten kialakulnak a posztmitotikus allapotu chondrocytak.
BioRender

A mezenchymalis sejtek egy bonyolult, dsszetett folyamat soran differencialédnak
chondrocytakka. A kezdetben megnyult, mezenchymalis sejthez hasonlé alaku sejtek - melyek
jelentés mennyiségben hialuronsavat és fibronektint termelnek - egyméshoz képest lazan
helyezkednek el, majd gyors proliferacioba kezdenek. Ennek eredményeképpen egy témor
sejthalmazt, Un. nodulust hoznak létre. Ez a folyamat a kondenzacio. Az aggregatumok
kialakitdsaban szamos morfogén (BMP, TGFB, FGF) 6sszehangolt mitkodése jatszik szerepet
[15]. A sejt-sejt és a sejt-matrix kapcsolatok kialakulasanak, egyes citokinek hatasanak, és a
citoszkeleton szerkezetének atalakulasaval parhuzamosan észlelhet6 sejtalak-valtozdsoknak
egyarant kiemelkedd fontossdgot tulajdonitunk, mivel barmelyik tényezd kiesése vagy

miikodési zavara a porcképz6dés hianyat vagy csokkenését eredményezi [16].
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3.4.2 A Sox9 és a CREB a porcdifferenciacido mestergénijei

A chondrogenesis szabalyozasat tekintve ismert az SRY kapcsolt HMG-box
fehérjecsalad, melynek elemei szdmos kiilonb6zd szovetben fontos szereppel birnak, sok
esetben pedig a vazrendszert alkoto sejtek differencidcidjahoz van kozik [17]. A SoxE alcsalad
tagjai kozll a Sox5, a Sox6 és a Sox9 nélkilozhetetlenek a porcmatrix specifikus elemeit
kodolo gének kifejezodésében. A Sox9 a chondrogenesis mestergénjeként ismert, ilyen médon
az aggrekant [18] és kollagént kodold geéneket (Col2al, Col9al, Collla2) aktivalja [19-21],
ezéltal van hatéassal a porcspecifikus matrixtermelésre és a porcdifferenciaciora. A jelatviteli
kaszkadot tekintve a Sox9-et a cAMP fiiggd PKA foszforilalja [22], mely aktivacidja szoros
kapcsolatban all a hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipetid-del (PACAP) a PACL1 receptoran

keresztil.

Fontos megemliteni tovabba a CREB transzkripcios faktort mely foszforilalasat szintén
a PKA végzi és a Sox9-hez hasonléan a nukleuszba transzlokalddik [23]. Ezen utdbbi
transzkripcids faktor bonyolult funkcidjat és jelatviteli kapcsolatait jellemzi, hogy aktivacioja
a MAPK utvonalon keresztil is megtorténhet. Hasonlé6 médon a Sox9-hez az aggrekant és a 11-
es kollagént kddold DNS szakaszok promoter régidihoz kotddhet be és ezen matrixalkotok
transzkripcidjat indukalhatja [18]. A CREB és a Sox9 nuklearis jelenléte egymaéssal
parhuzamosan is megtorténhet, de hianyuknak vagy aktivitasuknak csokkenése egymastol

fliggetlentil is porcképzddés csokkenéshez vezethet [24].

3.5Hipofizis adenilat ciklaz aktivalod polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat ciklaz aktivald polipeptid els6ként a kdzponti idegrendszerben
kertlt kimutatasra [25], azonban méara tudjuk, hogy szamos periférids szovetben is jelen van
[26], valamint tobb fejlédéstani folyamatot is pozitiv iranyba befolyasol, ilyen modon a
chondrogenesist és az osteogenesist is [27]. Ez a neuropeptid minddssze 38 aminosavbdl all, a
VIP/Secretin/GHRH/Gliikagon szupercsalad tagjaként ismert. Ugyanezen szupercsalad tagja a
VIP, melyet els6sorban az emésztészervrendszer specifikus sejtjei, valamint az immun- €S
endokrin sejtek termelik [28]. Evolucidsan jol konzervalt a neuropeptid N-terminalis régioja,
mely meglehet6sen nagy hasonlosagot mutat a VIP-pel [26]. A PACAP-nak két in vivo formaja
ismert, a 38 aminosavbol allo PACAP 1-38, valamint a sokkal kisebb mennyiségben jelen 1év6
PACAP 1-27 [26]. Az antagonista tulajdonsagokkal rendelkez6 trunkalt forma a PACAP 6-38

mesterségesen létrehozott neuropeptid, melyrdl azonban az elmult években bebizonyitottak,
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hogy nem minden szdvetben és fajban rendelkezik antagonista tulajdonsagokkal [29]. A
mesterségesen eldallitott PACAP analdégok kozil a maxadilant ismerjik [30]. A PACAP
barmilyen jellegli moédositisa, vagy egy aminosav cseréje az N-terminalis régidban a
neuropeptid funkcidjanak elvesztésével jar. Féléletideje szekundumokban mérhet6 a periférian,
mert olyan altalanos fehérjebontd enzim, mint a DPP4 gyorsan degradalja a neuropeptidet [31].
Ebbol adodoan per os adagolasa nem lehetseges, vagy nagyon kis hatasfokkal, ezért a legtébb
kisérleti felallasban lokalisan juttatjak a neuropeptidet a célhelyre. Jelen pillanatban t6bb olyan
gyogyszerkészitmény van a kiilonb6z6 klinikai fazisban, mely PACAP-ot tartalmaz igy pl.

olyan szemcsepp, amely igy leginkabb cornean fejti ki hatasat.

A PACAP-nak harom receptora ismert, a PAC1, a VPACI1 és a VPAC2, melyekbdl az
utébbi ketté kortilbeliill azonos affinitassal képes VIP-t [32] is kotni. A PAC1 egy 7
transzmembran doménnel rendelkezd receptor, mely ezerszer nagyobb affinitassal koti a
PACAP-ot mint az elébb emlitett masik két receptora. A PACAP kotddését kovetd PACI
receptor konformaciovaltozas az AC aktivitasanak fokozasat eredményezi, melyen keresztil,
tobbek kozott a PKA-t aktivalja. A PKA-n keresztul induld jelatviteli kaszkadot a PACAP
szignalizacid kanonikus Utvonalanak tekintjik [26], mindamellet, hogy szamos mas jelatviteli
atvonalat is pozitivan befolyasol, pl. PLC. A PKA olyan Ser/Thr specifikus protein kinaz, mely
szamos transzkripcids faktor, tobbek kdzott a Sox9 és a CREB foszforilalasat eredményezheti
[26] (5. &bra).

Bizonyitott tény, hogy a PACAP a fogfejlodés soran az orlofogak megfeleld
zomanctermelésében kulcsszerepet jatszik [33], valamint fontos szerepet tolt be a szkeletalis
elemek fejlodésében és regeneracidjaban [34]. Ezen folyamatokat olyan jelatviteli
kaszkadrendszerek 6sszehangolasan és iranyitasan keresztil is szabalyozhatja, melyek igy egy
specialis jelatviteli balansz kialakulasahoz vezetnek [35]. A kdzponti idegrendszerben betoltott
védo szerepe is tobb kisérletben is részletesen bizonyitott, igy pl. Parkinson- és Alzheimer-
korban, valamint ischemias allapotokban is véd6 szerepe van [26], tovabba retinopatiaban is

pozitiv hatésait irtak le [36].
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Kisérletek bizonyitjak az déregedési folyamatok soran betoltott szerepét a PACAP-nak.
Ezen kisérletekben PACAP KO egereken kimutatték, hogy pl. az osteogensis zavart szenved
[37]. Ebben az esetben a femur kortikalis csontszdvetének valtozéasat irtak le, valamint a
PACAP hidnyaban a kalluszképzddés idében valo eltolodasat és az alkalikus foszfataz (ALP)
aktivitasanak emelkedest is megallapitottak [38]. A laboratérium munkatarsai azt is kimutattak,
hogy az 1 évnél idésebb, oreg PACAP KO egerek térdiziiletének hialinporc vastagsaga
jelentésen csokken és osteoarthritisre jellemz6 tiineteket mutatnak [39]. A PACAP védo
hatasairdl ismert, hogy a PACAP képes védeni az in vitro porctenyészeteket ér6 oxidativ stressz
hatasait [40], valamint az ekkor aktivalodo matrix metalloproteinazok aktivitasat is redukalja
[41]. Ezen tilmenden a tGlzott mechanikai inger hatasait a hedgehog utvonalon keresztiil
kompenzéalja [41]. A PACAP chondrogenesisben és osteogenesisben betoltott szerepérol
viszonylag sokat tudunk, azonba az Ossejtek differencidciés mechanizmusaira gyakorolt

hatasairdl hianyos a tudasunk.
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5. &bra: Chondrogenesist szabalyoz6 jelatviteli kaszkad. A hét transzmembrandoménbél allo PAC 1 receptor
konformacidvaltozasan keresztiil a PKA aktivalddik, melyen keresztiil tobbek kdzott a Sox9 a porcspecifikus
gének atirasat serkenti. Hasonlo ttvonalon, a PKA-n keresztil aktivalddhat a CREB transzkripcios faktor is,
mely szintén a hialinporcra jellemz6 gének atirasat szabalyozza. BioRender
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4. Célkitlizés

Korabbi kisérletek alapjan tudjuk, hogy a PACAP az in vitro chondrogenesist pozitiv
irdnyba befolyasolja [27], azonban nem rendelkeziink adatokkal a CPC sejtekre gyakorolt

hatasairol.

- Kisérleteink sordn fontos kérdés volt, hogy megtudjuk van-e barmilyen citotoxikus
hatdsa a neuropeptidnek a chondroprogenitor sejtekre, tovabba véltoztatja-e a
proliferacios aktivitasukat.

- Ezen tlmenden kivancsiak voltunk, hogy valtozik-e a PACAP 1-38 kezelések hatasara
a CPC sejtek morfoldgiaja, valamint extracellularis matrix termelése.

- Tovabba fontos kérdés lehet, hogy a CPC sejtek kifejezik-e a P-Sox9 és P-CREB
transzkripcids faktorokat, valamint ezek expresszidja és lokalizacidja hogyan valtozik a

neuropeptid jelenlétében.



14

5. Anyagok és modszerek
5.1 Sejttenyésztes

Kisérleteinkhez a synovialis térb6l izolalt, human eredetii CPC sejteket monolayer
kulturaként tenyésztettiik 200 ezer sejt/ml-es kiindulasi sejtszamban, T75 tipusa sejttenyészto
flaskaban (Eppendorf, Ausztria), majd 70%-o0s konfluencia elérésekor passzaltuk. Taptalajként
Low-Glucose DMEM taptalajt alkalmaztunk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10% FBS-
sel (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) kiegészitve, hiszen a porcra jellemz6 sejtek alacsonyabb
metabolikus aktivitassal rendelkeznek és in vivo koriilmények kozott alacsonyabb oxigéntenzio
jellemz6 a kornyezetiikre. A sejtkultarakat 37°C-on 5% CO2, valamint 80%-os péaratartalom

mellett sejttenyésztd termosztatban inkubaltuk.

Mintéinkon szintetikus PACAP 1-38 kezeléseket alkalmaztunk, a liofilizalt PACAP-ot Prof.
Dr. Toth Gabortdl (Szegedi Tudomanyegyetem) kaptuk. A neuropeptideket steril vizben
oldottuk és a PACAP 1-38 esetén 1 uM Kkoncentraciét alkalmaztunk. Ezen hatékony
neuropeptid jelenlét meghatarozasat korabban végeztik el koncentraciosorokat alkalmazva. A
sejteken a passzalastdl szamitott masodik napon alkalmaztuk a kezeléseket, kontrolként pedig
kezeletlen sejteket hasznaltunk. Minden kisérletet legalabb haromszor ismételtiik a kultarékon.

5.2 Sejtek életképességének vizsgalata MTT teszttel

A PACAP esetleges citotoxikus hatasait MTT életképességi teszttel kdvettiik nyomon.
A CPC sejteket 6 well-plate-ben tenyésztettiink a PACAP kezeléseket kovetéen 50 ul MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlium-bromid)) oldatot adtunk a tenyészté médiumhoz
és 2 6ran at inkubaltuk a sejttenyésztd termosztatban. Az MTT egy sarga szinti, vizben old6do
tetrazolium-bromid s6, melybdl a mitokondrium reduktaz enzimeinek hatasara oldhatatlan, lila
szinli formazan kristalyok képzddnek. Az inkubaciot kovetden a sejteket kétszer 1x higitasu
PBS-ben mostuk, majd 1500 pl MTT szolubilizal6 oldatot (10% Triton X-100, 90% 2-
propanol) adagoltunk, majd szuszpendaltuk. A kioldédott lila szinti terméket 24 well-plate-be
500 ul-ként pipettaztuk, majd 570 nm hullamhosszon vizsgéaltuk az abszorbanciat Chameleon
(Hidex, Turku, Finnorszag) késziilékkel, ahol a kapott abszorbanciaérték aranyos az €16 sejtek

szamaval.
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5.3 Proliferacio vizsgalata tricidlt timidin beépUlésével

A sejtek proliferacids képességének vizsgalatdhoz a tricialt timidin beépilését kovettiik
nyomon. Ez az eljaras az egyik legpontosabbnak tekinthetd, stabil, reprodukalhatd6 mérés.
Kiserleteink soran a sejtekhez 1 mCi koncentracidban adagoltuk a tricialt timidint. A mintainkat
egy napra visszahelyeztik a normal tenyésztési koriilmények kdzé. Masnap kétszer mostuk a
mintakat 1x higitast PBS oldatban, 1 ml 5%-o0s TCA (triklérecetsav) oldatban fixaltuk 5 percig,
majd tovabbi kétszeri 1x higitasi PBS mosast kdvetden sejtjeinkhez 600 pl/well aranyban
tripszint adagoltunk. A sejtek felemésztése utan 200 pl-ként szétosztottuk a fehér alju 96 well-
plate-be. Legaldbb egy hétig 37°C-on hagytuk kiszaradni a mintakat. A méréshez 100 ul
Agqualight detekcios oldatot adagoltunk, majd Chameleon szcintillacios detektorral mértik a

betitésszamot, 1 perc id6intervallumban wellenként (Chameleon Hidex Turku, Finnorszag).

5.4 Tricialt prolin beépulésének vizsgalata

Ez a kisérleti modszer kivitelezését tekintve meglehetdsen hasonlit a tricidlt timidinnel
torténé vizsgalatra. A tricialt prolin a kollagén molekulédkba képes beépdilni, a triciumot
tartalmazd -OH csoportnak koszonhetéen jol detektalhatdé. A tricialt prolint 1 mCi
koncentracidban adtuk a Petri-csészékhez, majd 1 napot hagytuk tenyésztési kortilmények
kozott. A kovetkezo 1épésekben mostuk mintdinkat kétszer 1x higitdst PBS-sel, majd 5 percig
fixaltuk 5%-0s TCA (triklorecetsav) oldattal, majd ismét mostuk egyszer 1x higitast PBS-sel a
sejteket. A kultirakhoz 600 pl/well mennyiségben adtunk tripszint, majd 200 pl szuszpenziot
helyeztiink a fehér alju 96 well-plate-be. Legalabb egy hétig 37°C-on inkubaltuk a plate-eket.
A mérés elott 100 pul Aqualight detekcids oldatot mértiink a wellekbe, majd Chameleon

szcintillacios detektorral vizsgaltuk (Chameleon, Hidex Turku, Finnorszag).

5.5 Sejtmorfologia vizsgalata

A sejteken hematoxilin-eosin szOvettani festést végeztiink, melyhez a sejteket
formalin:alkohol 4:1 aranyu elegyében fixaltuk 30 percig, melyet haromszor 10 perc 80%-0s
etil-alkoholos és egyszer 70%-o0s etil-alkoholos mosas kovet. Elséként a hematoxilin
komponenssel festettiik, csapviz alatt kékitettiilk, majd ezt kdvetden alkalmaztuk az eosin
komponenst. Fedéshez DPX targylemezlefedd ragasztéanyagot hasznaltunk. A hematoxilin

komponens a negativ toltési sejtszerveket festi, mint példaul a sejtmag, az eosin komponenssel
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a pozitiv toltésti molekulak lathatok, igy az egyes fehérjéket lehet lathatova tenni. Olympus
BX53 (Olympus, Tokio Japan) mikroszkdp segitségével vizsgaltuk a kultirdkat és DP47
kameraval készitettink felvételeket a mintdkrol, majd Image] szoftver segitségével
sejtmorfologiai analizist végeztiink. Ehhez a szoftverben a festés szinének komplementerét
vettiik, majd a sejtek rovidebb és hosszabb atmérdje mentén sejtatmérdt hatdroztunk meg.
Szignifikanciaszint meghatarozdsdhoz kétmintds t probat alkalmaztunk. Egy latétérben
legaldbb 20 random modon kivalasztott sejten végeztink méréseket, egy kisérleten beldl
legalabb harom eltéré Petri csészében ¢és 5 fiiggetlen kisérletet vizsgaltunk a megfeleld
elemszam eléréséhez. A sejtaitmérd meghatarozasokat 3 fliggetlen kutatoé végezte, mellyel igy

a hibazasi lehetdségeinket minimalizaltuk.

5.6 vDMMK festés

A porcmatrix festédési tulajdonsagaiért a negativ tulajdonsdgokkal rendelkez6
gliikozaminoglikan (GAG) molekulak a feleldsek, mivel anionként disszocialnak a szulfat- és
karboxil-csoportok, ezaltal a bazikus tulajdonsagu festékeket képesek kotni. Ezeken a GAG
molekuldkon szabalyosan elhelyezkedd negativ csoportok okozzak egyes festékek esetén a
metakromaziat, azaz a megfestett szovet eltérd szinét a festék eredeti szinétdl, azaltal, hogy a
fény abszorbcids tulajdonsagait képes megvaltoztatni. Esetiinkben a magas GAG-ot tartalmazé
porc lila szinnel fog festddni, mig ortokromézids teriiletek GAG tartalma nem detektalhat6. A
festési eljaras elott a sejteket elsdként fixaltuk formalin:alkohol 4:1 aranyti elegyében 30 percig,
majd haromszor 10 perc 80%-os etil-alkoholos és egyszer 70%-os etil-alkoholos moséast
vegeztunk. Ezt kdvette a vizes dimetil-metilénkék (vDMMK) (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA) festés, mellyel 5 percig festettilk a mintakat, majd szobahémérsékleten torténd szaritast
kovetden fedtiik a mintakat DPX-el (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). BX53
féenymikroszkdépban (Olympus, Toki6 Japan) vizsgaltuk a festett mintikat azonos bedllitdsok

mellett.

5.7 Picrosirius voros festés

A mintakat formalin:alkohol 4:1 aranyu elegyében fixaltuk, haromszor 10 percig 80%-
os etil-alkoholban és egyszer 70%-os etil-alkoholban mostuk, majd desztillalt vizes oblitést

kovetéen Picrosirius voros festéssel (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) 1 6rat festettiik és
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alkohollal mostuk, majd DPX-szel lefedtiik. Picrosirius voros festéssel a polarizalt feny sikjat
M4-el elforgatva a kettdsen fénytord strukturdju kollagénrostok valnak lathatova. A kollagént
tartalmazo teriletek er6sen vilagito teriiletekként lathatok. A fényerdsség intenzitasa egyenesen
aranyos a kollagénexpresszioval. A vastag €s vékony kollagénrostok kozott is kiillonbség tehetd
ezzel a mddszerrel, oly modon, hogy a vastag kollagenrostok vords szinnel lathatdok, mig a
vékony kollagénrostok zo6ld szinnel figyelheték meg. A szinintenzitds meghatarozasaval

szamszerlsithetd a vékony és vastag kollagénrostok aranya.

5.8 Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn az altalunk vizsgalni kivant P-Sox9 és P-
CREB expresszigjat és lokalizaciojat kovethetjuk nyomon. Az immunhisztokémiai vizsgalatok
sorén az antigén-antitest kotéseket hasznaljuk a lokalizacié meghatarozasara. A mintakat a
3x10 percig mostuk PBS-ben, majd blokkoltuk 1%-0s BSA-ban. Primer antitestként
poliklonalis P-Sox9 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és P-CREB antitesteket (Millipore,
USA) hasznaltunk 1:800 higitasban, ezt kovetden inkubaltuk a mintakat 4°C-on egy éjszakan
at. Alexa-555 anti-nyul fluoreszcens antitestet (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA) alkalmaztunk szekunder antitestként 1:1000 higitasban. Hattérfestésnek DAPI-t
hasznaltunk a sejtmagok kimutatasara. Eredményeink ellendrzéséhez negativ kontrollt
hasznaltunk, mely soran primer antitest nélkil alkalmaztuk az Alexa-555 szekunder antitestet.
Konfokélis mikroszkdp segitsegével hataroztuk meg a transzkripcios faktorok pontos
lokalizaciojat, melyhez 60x objektivet hasznaltunk, 543 nm hulldmhosszusagu lézerrel
megvilagitva, azonos lézerintenzitast hasznalva és 1 um-es virtualis szeleteket pasztaztunk és

fotokat készitettiink.

5.9 Western blot

A PACAP receptorok, a P-Sox9, valamint a P-CREB kimutatasara Western blot analizist
alkalmaztunk. Mintainkat 100 ul RIPA pufferbe tettik. A  sejtszuszpenziok
fehérjekoncentraciojat BCA protein assay-t (Pierce™, MA, USA) segitségével hataroztuk meg.
A mintakat Laemmli elektroforézis-pufferben (4% SDS, 10% 2-merkaptoetanol, 20% glicerin,
0,004% bromfenolkék, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8) 10 perces forralassal feltartuk, majd
egyenként 20 pg fehérjemennyiséget 7%-0s SDS-poliakrilamid gélben futtattunk. A fehérjéket

elektroforézissel nitrocellul6z membranra vittiik at 10 perc alatt, TransTurbo blot (Bio-Rad
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Laboratories, CA, USA) segitségével, majd a membran szabadon marad6 koétohelyeit 5%-0s,
PBST-ben oldott sovany tejporral blokkoltuk. Ezt kovetéen a membranokat mostuk és egy
éjszakan &t 4°C-on inkubaltuk a primer antitestekkel (1. tAblazat). Masnap 3x10 perces, PBST-
ben torténé mosas utdn anti-nydl Alexa-555 szekunder antitestekkel (1:1000)
szobahdmérsékleten razattuk a mintédkat 1 6ran keresztiil, majd géldokumentacios rendszerrel
fotokat készitettlink. Kontrollként aktint hasznaltunk. Az egyes savok optikai denzitasat

lemértiik és az aktinra normaltuk.

Antitest Tipus Higitas Gyartoé
Sox9 anti-nyul, poliklonalis 1:600 Abcam, Camridge, UK
P-Sox9 anti-nyul, poliklonalis 1:800 Sigma-Aldrich MO,
USA
CREB anti-nyul, poliklonalis 1:600 Millipore, MO, USA
P-CREB anti-nyul, poliklonalis 1:800 Millipore, MO, USA
PAC1 anti-nyul, poliklonalis 1:500 Sigma-Aldrich MO,
USA
Aktin anti-egér, monoklonalis 1:10000 Sigma-Aldrich MO,
USA

1. tablazat: Western blot-hoz hasznélt antitestek higitasa és gyartdja.
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6. Eredmenyek

6.1 MTT teszt és proliferacié

A PACAP 1-38 kezelés hatasara a sejtek metabolikus aktivitidsa valamelyest csokkent
azonban ez nem érte el a szignifikancia kiiszobértékét. Ez az enyhe csokkenés a chondrogenikus
differenciacidé el6jele lehet, hiszen a chondroprogenitor sejtek magasabb metabolikus
aktivitassal rendelkeznek, mint a chondroblastok. Ez alapjan az is kijelenthetd, hogy a
neuropeptid jelenléte nem indukalt citotoxikus folyamatokat és nekrozisra vagy apoptdzisra
jellemzd6 mitokondrialis aktivitas csokkenést sem tapasztaltunk (6. abra).

MTT aszay Pl 05

Koniroll PACAF 1-38

6. abra: CPC tenyészetek életképessége. A CPC sejtek mitokondridlis aktivitasa nem valtozott. A
szignifikanciérték p<0,05. Statisztikai proba; kétmintas t préba

A PACAP proliferacidéra adott hatasai akar ellentétes iranydak is lehetnek sejttipustol
fliggden, azonban proliferacié a neuropeptid hatasara nem valtozott meg a CPC sejteken (7.
abra). Ez részben adédhat abbol, hogy PACAP hatasara nem a teljes populacié osztodik, hanem
csak bizonyos fazisban 1évé sejtek osztddnak jobban, mig masok akar meg is allhatnak az
0sztddas egy adott fazisaban, de kummulativ érték esetén ez nem lathat6. Ennek részletesebb

vizsgalatara mas kisérleteket is tervezilink.

Timidin bespilés pe0,05
00

500

400

Timidiz inkorpocicid {epm)
L
[=)
[=)

Kontrell PACAP 1-38

7. &bra: CPC tenyészetek proliferacidja. A CPC sejtek osztodasa nem valtozott. A szignifikanciérték p<0,05.
Statisztikai préba: kétmintés t proba
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6.2 Sejtmorfoldgiai analizis

A hematoxilin-eosin festést kovetden megvizsgaltuk a sejtek morfologiajat. Az altalunk
készitett fénymikroszkdpos képeken jol megfigyelhetd, hogy kontroll kériilmények kozott ezek
a sejtek fuziform, orso alaku sejtek, hosszu, nagyon vékony nyulvanyokkal. A sejtek kozotti
tér, azaz ECM nem mutat specifikus festddést, sem eosinofil, sem basofil struktardk nem
figyelheték meg. PACAP 1-38 kezelések hatasara a sejtek alakja megvaltozik, a nydlvanyok
hossza csokken és a citoplazma enyhe basofiliat mutat, bar ennek pontos megitélése nem

feltétlenll preciz ezzel a festéssel (8. &bra).
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8. &bra: HE festést kovetden a hossza nytlvanyos sejtek szama csokken. Lépték 50 pm.

Annak érdekében, hogy a nyulvanyok szdmanak csokkenését szamszerisitsiik, lemértiik
a sejtek hosszanti és harant atmérdjét. PACAP hatasara a CPC sejtek longitudinalis atmérdje
szignifikansan csokkent, ez ardnyos a nyulvanyok szamanak csokkenésével. Ugyanakkor a
transzverzalis 4tmérdk esetén csak enyhe csokkenést tapasztaltunk, ami nem érte el a
szignifikancia szintet (9. abra). A sejtek ilyen irdnyu valtozasa a lekerekedésnek a jele, mely

akar utalhat a chondroblast iranyu differenciaciora.
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9. &bra: A sejtek longitudindlis irAny( atméréjének csokkenése szignifikans mértékiti PACAP 1-38 kezelés
hatasara. A szignifikancia p<0.05. Statisztikai proba: kétmintas t proba
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6.3 A CPC sejtek ECM termelésének valtozasai

A chondrogenikus differenciacié mértékének megitéléséhez vDMMK festést
alkalmaztunk. Kontroll kértilmények k6zott a CPC sejtek nagyon halvany metakromatikus szint
mutatnak kdzvetlen a sejtek kornyezetében. Ez a jelenség arra utal, hogy a sejtek a pericellularis
matrixba termelnek alacsonyabb mennyiségii GAG-okat, de ez még nem elegend? a sejtek aktiv
metakromaziat mutatdé ECM-szal veszik magukat koril. Mindemellett az is megfigyelhetd,
hogy a sejtek kisebb nodulusokat képeznek, ahol a sejtek koriil 1évé pericellularis matrix
metakromazidja erdsebb, valamint a CPC sejtektdl kissé tdvolabb elhelyezkedd matrix is enyhe

metakromaziat mutat (10. abra).

CPC kontroll sejtek PACAP |-38kezelt sejtek
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10. dbra: PACAP 1-38 kezelt CPC sejtekben a metakromatikus festédést mutatod teriiletek
nagysaga n6. Lépték 50 pm.

Alapvetden a porcmatrix masik lényeges alkotoeleme a kollagén, melynek esetleges
termelddését tricialt prolin beépiilésével vizsgaltuk. Kontroll koriilmények kozott a CPC sejtek
rendelkeznek egy alap kollagéntermelési képességgel, azonban a méréseink alapjan ezt a
termelést nem valtoztatja meg a PACAP 1-38 neuropeptid jelenléte (11. abra). Ez a latszolagos
ellentmondas konnyen feloldhatd, ha elfogadjuk azt a tényt, hogy a korai differenciacio elsé
szakaszdban a GAG-ok termelése kezdédik, melyet idében eltolva kdvet a I1-es tipusi kollagén
megjelenése. Ugyanakkor azt is el kell mondani, hogy a chondroprogenitor sejtek aktivan
termelnek I-es tipusu kollagént, mely igy prolin beépiiléssel nem kiilonithet6 el a II-es tipusu

kollagéntdl.
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11. dbra: CPC tenyészetek kollagéntermelése. A CPC sejtek kollagéntermelése nem valtozott. A
szignifikanciérték p<0,05. Statisztikai proba; kétmintas t préba

A korébban tapasztalt kérdések felmeriilésének tisztdzasara picrosirius voros festéssel a
megjelenése vastagabb és rendezett kollagénrostokat eredményez, melyek igy polarizacios
mikroszkoppal lathatova teheték. Amennyiben polarizalt fényben vizsgaljuk a kultardkat a
kollagéntartalma struktirak enyhén pirosas-narancssargas szinben jelennek meg, még abban ez
esetben is, ha ez kollagén el6alakot jelent. A kontroll koriilmények kdzott tartott CPC sejtek
citoplazméajaban erés vords szint lathatunk, hasonléan a PACAP 1-38-al kezelt sejtekhez.
Azonban a neuropeptid jelenlétében kisebb erdsen festddd extracelluldrisan elhelyezkedd
strukturak jelennek meg, melyek nem voltak lathatdak vDMMK festéssel, azaz metakromaziat
nem mutattak. Amennyiben a polarizalt fény sikjat A/4-el elforgatjuk, akkor a sejtek korl,
kozott megfeleld orientacidban elhelyezkedd kollagén tehetd lathatova. Kontroll koriilmények
kozott ilyen jellegli piros struktura nem lathato, enyhe zoldes savok alkalmanként el6fordulnak,
ami inkabb a vékonyabb kollagénrostokra jellemzd8. PACAP kezelések azonban vordsen
vilagitd strukturalt képleteket eredményeztek, mindamellett, hogy enyhe z6ldes szin itt is
lathaté volt (12. abra).
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CPC kontroll sejtek

CPC+PACAP 1-38

50pm S0pm

12. dbra: CPC tenyeészetek kollagéntermelése. Picrosirius voros festést kovetén, majd a polarizalt fény
sikjat elforgatva. Lépték 50 pm

Annak érdekében, hogy ezen utobbi eredményeket szamszertsitsiik, lemértiik a piros és
z0ld pixelek szamat, mellyel kovetkeztethetni lehet az alig lathatd kisebb rostok arényara is.
Megaéllapithato, hogy PACAP 1-38 jelenlétében a pirosan megjelend vastagabb és rendezettebb
rostok aranya szignifikansan emelkedik. Ugyanakkor a vékonyabb zolden sejlé rostok aranya

is emelkedik, bar az 1ényegesebben alacsonyabb mértékben (13. abra)

Vékony és vastag kollagénrostok aranya
10000 y & g y

8000

6000
Voros rostok

Z6ld rostok
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4000 I I

2000 I

Kontroll PACAP 1-38

13. abra: CPC sejtekben a vastag és vékony kollagénrostok aranya. A CPC sejtek PACAP hatasara rendezettebb
kollagénmatrixot expresszalnak. A szignifikanciérték p<0,05. Statisztikai proba: kétmintas t proba

6.4 A transzkripcios faktorok expresszidjanak vizsgalata

A CPC sejteken kimutattuk a legfontosabb PACAP receptor, a PACL expressziojat,
melyen keresztul a neuropeptid kifejtheti hatasat. A Sox9 transzkripcios faktor expresszidja
kontroll korilmények kozott elég alacsony, de majdnem kétszeres expresszio emelkedést
tapasztaltunk PACAP jelenlétében. A CREB expresszidja jol kimutathatd viszonylag magas
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expresszios szinten, ami nem valtozik nagy mértékben PACAP jelenlétében. Azonban a P-

CREB expresszioja duplajara emelkedik a neuropeptid jelenlétében (14. abra).

Kontroll ~ PACAP 1-38
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14. &bra: A transzkripcios faktorok expresszidjanak vizsgalata. A CPC sejtekben PACAP hataséra a foszforilalt
formajanak expresszidja emelkedik. Bels6 kontrollként aktint hasznaltunk, melyre normalizaltuk a denzitast.
A savok alatti szamok a kontrollra vonatkoztatott kiilénbséget mutatjak.

6.5 A transzkripcids faktorok nuklearis lokalizacidja

Konfokalis mikroszkop segitségével immuncitokémiai eljarast kovetéen kovettiik
nyomon a P-Sox9 és P-CREB transzkripcios faktorok lokalizaciojat. Kontroll kérilmények
kdzott a P-Sox9 nagyon alacsony mértékben detektalhatd a sejtmagban és a citoplazméaban
egyarant. A sejtmagi lokalizacié nem egységesen jelenik meg a sejtekben, van ahol erésebben,
van olyan sejt, ahol alig detektadlhat6. Azonban a PACAP jelenléte fokozza a magban

detektalhaté immunpozitivitast, valamint az intenzitast, azaz az expresszio is ndvekedést mutat

(15. &bra).

CPC+PACAP 1-38

CPC kontroll sejtek

15. &bra: P-Sox9 immuncitokémia. Alexa 555 vords szinnel a P-Sox9-et, illetve DAPI-val jeldltik a
sejtmagokat. A 1épték 20 pm.
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A P-CREB esetében a kontroll koriilmények kozott is erds a magi jelenlét €s szinte minden sejt
pozitivitast mutat. PACAP 1-38 hatasara a magi jelenét fokozodik és az intenzitas is er6sodik,

habar ennek a szép elkiilonithetésége elmarad a P-Sox9-t61 (16. abra)

CPC kontroll sejtek CPC+PACAP 1-38

16. abra: P-CREB immuncitokémia. Alexa 555 voros szinnel a P-CREB-¢t, illetve DAPI-val jel6ltik a
sejtmagokat. A Iépték 20 pm.
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7. Diszkusszio

A PACAP-ot a 80-as években tortént izolalasa d6ta [25] 6ta szamos periférias szovetben
leirtdk méar [26]. Szamos publikacié jelent meg az elmult években, melyek kiilonbozo
fejlédéstani folyamatokban betoltott direkt vagy indirekt szabalyozé funkcidjat irjak le [34].
Tobb crosstalk utvonal is ismert, melyekben a PACAP fontos szerepet jatszik, tobbek kozott a
fogfejlédés soran is [33]. PACAP KO Allatokkal végzett kiserletek bizonyitjak az dregedési
folyamatokban bet6ltott szerepét a porcban [39]. PACAP hianyaban a callusképzddés zavart
szenved [38], a PACAP pozitiv irdnyba befolyasolja a chondrogenesist és osteogenesist is [27].
In vitro porctenyészetekben leirték mar védé hatasait az oxidativ stresszel szemben [40],
tovabbé a tulzott mechanikai ingerrel szemben kifejtett kompenzalé hatasait [41]. Ismert, hogy
az Oregedesi folyamatok soran csokken a PACAP receptorok expresszidja PACAP KO
egerekben [39].

Megoldatlan probléma az osteoarthritis hatékony kezelése, mely emberek milliéit érinti
szerte a vildgon. Az articulatio genus a terhelésnek legnagyobb mértékben kitett iztletlink, mely
sérulése esetén a szovet aneuralis és avascularis tulajdonsagai miatt, valamint a chondrocytak
posztmitotikus allapota miatt [2] regeneracidra csak korlatozott mértékben képes. Azonban a
betegség kialakulds soran szamos adat utal arra, hogy a szubkondralis térb6l Gssejtek
vandorolnak a synovialis térbe, melyek funkcitja eddig nem teljesen ismert. Illetve ezen sejtek
differencécidja nehézkes és elég koltséges specialis korilményeket kell ahhoz teremteni, hogy
elinduljanak ezen az Gton. Rengeteg probéalkozas van arra nézve, hogy dssejtek beiiltetésével,
vagy akar mesteréges scaffoldok belltetésével pétoljak a degradalddott porcfelszint [42].
Erdekes, hogy a mai génmodositasi technikak és farmakoldgiai aktivalhatdsag mellett a legtobb
ilyen iranyd kisérlet kudarcba fullad. A mai tudasunk szerint a porcdifferenciaciot indukaléd
agensek nem kothetdk egy adott molekuldhoz, ezért a leghasznosabb ilyen jellegli
prébalkozasok a kombinalt faktorok adagolasaban mertlnek ki [43]. Ugyanakkor azt is meg
kell jegyezni, hogy egy ilyen kemény és stabil szovet megfeleld kialakulasahoz elengedhetetlen
a megfeleld idében alkalmazott mechanikai inger is [44]. A legegyszerlibb kisérletes felallas
azonban arra utal, hogy a normal korilmények kozott is meglévé agenseket, hormonokat,
molekuldkat kell lokalisan alkalmazni, melyek triggerelik a fizioloégiasan is meglévod

regeneracios folyamatokat.

Munkénk soran humén eredetli osteoarthritisbél izoldlt mesenchymalis eredetli

chondroprogenitor 6ssejteket tenyészettlink, majd szintetikus PACAP 1-38 kezeléseket
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alkalmaztunk. Kisérleteink eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a PACAP 1-38 kezelés
nem eredményezett nekrotikus elvaltozasokat a kulturainkon, viszont valamelyest csokkent a
chondroprogenitor sejtek metabolikus aktivitasa a neuropeptid jelenlétében. Ezutdbbi
eredmény arra utal, hogy az aktivan proliferalé és migrald sejtek metabolikus aktivitasa
megvaltozott és inkdbb a chondroblastokra jellemzd alacsonyabb metabolikus aktivitas
irdnyaba tolodott [45]. Ez a kis eredmény is arra utal, hogy a CPC sejtek elindultak a
differenciécid utjan. Ugyanakkor azt is el kell mondani, hogy a sejtek proliferacids aktivitasa
nem valtozott szignifikans mértékben, melynek eltér6 okai lehetnek, hiszen a PACAP hatasai
az eltéré osztddasi fazisban 1évo sejtekre, vagy kiilonb6zo szdvetekben 1évo sejtekre eltérd
modon vagy akar ellentétes mddon hathat a proliferacié tekintetében [46]. El6fordulhat az a
jelenség is, hogy egyes sejtek a CPC populacidban erételjesebben 0sztddnak, mig mas sejtek
megakadtak az 0szt6das bizonyos fazisdban. Azonban eredményeink szerint ezek a nydlvanyos
hatasara. Ezen eredmények egybevagnak azzal a ténnyel, hogy mind az in vitro, mind az in vivo
porcdifferencidcio kezdeti l1épéseiben a mesenchymalis sejtek hasonldan alakulnak &t [15].
Ezek az eredmények erdsen arra utalnak, hogy a chondroprogenitor sejtek chondroblast iranyba
differencialodnak. Ennek bizonyitasra megprébaltuk megvizsgalni a sejtek matrixtermelésének
momentumait és er6sddé metakromaziat mutattunk ki, azonban alacsony kollagénexpressziot
is detektaltunk. Ezek az eredmények korrelalnak azzal a kordbban mar kimutatott folyamattal,
miszerint a chondroblastok eldszor a korai differenciacios szakaszban GAG-kal veszik magukat
koral [47], valamint a mesenchymalis sejtek is I-es tipusu kollagénben gazdag matrixot
termelnek, mely a chondroblastok differenciacidja soran lebontddik, és helyette Il-es tipusd
kollagénben gazdag matrixtermelés kezdddik. Ezt a dinamikus 4talakulast mar korabban leirtak
a high density kultdrdkban [41]. Ezen kisérletekben egy olyan fazisat vizsgaltuk a
differenciacionak ahol a l11-es és I-es tipusu kollagén expresszidja és lebontasa egy egyensulyi
helyzetet mutathat, bar azt is igazoltuk, hogy PACAP hatdsara enyhén rendezett
kollagénstruktarak is megjelennek, ami a differenciacio erdsdodésére utal. A kollagéntermelésért
felelds PACAP altal regulalt jelatviteli elemek expressziojat, igy a P-Sox9-nek és a P-CREB-
nek az expresszidjat is igazoltuk a CPC sejteken. Ezen mestergének folyamatos aktivitasa
nélkiilozhetetlen a megfeleld porcdifferenciaciohoz, melyet mar kordbban igazoltak high
density kulturdkon [48]. Ezen transzkripcios faktorok nuklearis transzlokacioja és aktivitasa
fontos marker a porcdifferenciacio megitélésere, valamint korabban mar igazolt PACAP altal
indukalt transzkripcids faktorok [27]. A CPC sejtekben 1év6 nuklearis jelenlét emelkedése is

arra utal, hogy a chondroprogenior sejtek aktivan elkezdik a porcra jellemz6 matrixtermelést.
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Kisérleteink tehat arra utalnak, hogy a PACAP egy olyan neuropeptid lehet, melynek
jelenléte a porcregeneracioban és differenciacidban egyarant fontos jelentGséggel birhat.
Osteoarthritis soran megjelend Gssejtek a synovialis térben esetleges PACAP adagolas soran
akar gyorsabban ravehetok a porcmatrix aktiv termelésére, ezaltal megallithato a degradacios
folyamatok kialakulasa, és a regeneracid egy természetes neuropeptiddel indukalhatd. Igy
kisérleteink felvetik annak a lehetdségét, hogy osteoarthritis esetén intraarticularis alkalmazott
PACAP 1-38 kezelés javithatna a porcregeneracios folyamatokban a synovialis térben talalhato
elfeledkezniink, hogy a PACAP esetleges mellékhatasait is fel kell deriteni. Korabban mar
kimutattak, hogy a PACAP szignalizacios balansz megzavarasa akar negativ irdnyba is eltolhat
bizonyos fejlodési folyamatokat [35]. Valamint fontos kérdésként vetddhet fel, hogy az
esetleges PACAP adagolas atjuthat-e a vér-placenta gaton és hogyan befolyasolhat egy emberi

vagy akar egy adott végtag fejlodést.

Tovébbiakban allatkisérleteket végzink, mely soran patkdnyokban mesterségesen
osteoarthritist indukalunk, majd lokalis PACAP 1-38 kezeléseket alkalmazunk bizonyitandé az
in vivo pozitiv hatasait a neuropeptidnek. Ugyanakkor azt elmondhatjuk, hogy a PACAP egy

potencialis jel6lt lehet az osteoarthritis kurativ kezelésében.
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