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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 kinaz A

CREB: cAMP response element-binding protein
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

PACAP KO: homozigota PACAP hianyos



Absztrakt

Bevezetés: A PACAP (hipofizis adenilat ciklaz aktivald polipeptid) nevii neuropeptid
bizonyitottan szamos szovet fejlédését befolyasolja, ilyen mddon a porcdifferenciaciot is. A
PACL1 egy olyan PACAP receptor, mely kdzel 1000x nagyobb affinitassal koti a neuropeptidet
VPAC1 és VPAC?2 receptorokhoz képest. Valamint azt is tudjuk, hogy aktivacidja a Sox9
transzkripcids faktoron keresztil a Il-es tipust kollagén és mas matrixalkoté génjének
aktivaciojat is pozitivan befolyasolja.

Célkitiizés: Kisérleteink célja, hogy feltérképezzik a PACAP legfontosabb
receptoranak szerepét a human porc 6regedése soran betdltott funkcidjarol.

Anyag és modszer: Munkank sordn human porcmintakat gytjtottiink a humanetikai
engedélyek betartasaval (28996-2/2018/EKU). A mintakbdl 10 évenkénti korcsoportokat
alakitottunk ki, melyeken hematoxilin-eosin (HE), dimetil-metilénkék (DMMK) és picrosirius
(PS) szdvettani festéseket végeztink. PAC1 helyét immunhisztokémiaval vizsgaltuk konfokalis
mikroszkopban.

Eredmények: Az altalanos morfologiai paramétereket HE festéssel itéltiik meg és egy
patologus bevonasaval megvizsgéaltuk a porcszerkezet elfajuldsat. Lemértik az altalanos
porcvastagsagot, mely csokkend tendenciat mutat a kor elérehaladtaval. A DMMK festéssel a
porc extracellularis matrixanak metakromatikus fest6désének intenzitasat itéltik meg, mely
jelent6s csokkenést mutat az idésebb mintakban. A porcspecifikus Il-es tipusu kollagén
lefutdsat PS festéssel polarizacios mikroszképban vizsgaltuk. Megallapithattuk, hogy a
kollagénrostok orientdcidja zavart szenved, a maéltai keresztek mintizatdban valtozasok
kovetkeznek be az 1d6s6dd betegek iziileti porcdban. Immunhisztokémiai vizsgalatainkbol
kiderult, hogy a PAC1 expresszidja a kor elérehaladtaval csokken az izuleti porc mindharom
zbnajaban.

Konkluzid: Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a PAC1 receptor expresszidja
és funkciodja korrelaltathatd a porc éregedésével, mely igy akar egy terapias célpont is lehet,

melynek aktivalasan keresztul javithaté porcmatrix termelése.



1.Bevezetés

1.1 A porcszovet

A chondrogenezis egy igen 0sszetett szabalyozas alatt all6 fejlédéstani folyamat, mely
embrionalisan a mesenchymalis sejtek gyors osztodasaval veszi kezdetét. Az osztddas soran
létrejonnek a chondroblastokat tartalmazé porctelepek, melyek elkezdik a porcmatrix alkotoit
termelni, ezaltal a sejtek korul porcudvarokat hoznak Iétre. A chondroblastok ezt kovetden
legfeljebb meg kétszer osztddnak, létrehozva ezzel egy chondront, mely mar eérett
chondrocytakat tartalmaz. A chondrocytak a porcmatrix termelés kdvetkeztében viszonylag
tavolabb helyezkednek egymastdl, és 2-4 chondrocyta fog alkotni egy chondront, melyet
bonyolult szerkezetli és tobbrétegli porcudvar vesz koril. Az igy képzodott hialinporc az
izllletekben specialis rétegzettséget mutat, mivel perichondriummal nem rendelkezik ezért
regeneraciora gyakorlatilag nem képes. Az izileti porc zonakra oszthatd, melyekben
elhelyezkedd chondrocytdk a zoénara jellemzd orientdcioji és Osszetételli matrixszal veszik
magukat koril. Az egyes zdnéakban, rétegekben a posztmitotikus porcsejtek a csonthoz
kdzelebbi mélyebb régidban helyezkednek el, mig az aktiv osztodasra képes sejtek a felszinhez
kozeli tangencidlis rétegben talalhatok meg. A k6zéps6 atmeneti zonaban a hypertrophias sejtek
helyezkednek el (1. Abra).
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1.Abra: Az iziileti porc felépitésének sematikus rajza,
mely jol bemutatja a porc rétegzettségét és eltéré
szerkezetét.

A chondronok kortili extracellularis matrix (ECM) alkotdi tobbek kozétt a kollagén,

deep (radial) zone

hialuronsav, glikézaminoglikdnok (chondroitin-szulfat és keratan-szulfat) és aggrekan. A
porcspecifikus ll-es tipusu kollagén jellegzetes lefutasu, kettésen fénytord tulajdonsagu
rostokat hoz létre, mely a chondronok kordl polarizacids mikroszkopban vizsgélva un. méltai

keresztek formajaban detektalhato. Az aggrekan és a hozza kapcsolodé glikozaminoglikanok



a hialuronsavval aggregatumot alkot, mely er6sen vizmegkoto tulajdonsagt. Ez biztositja a porc

tdmorségét és nagyfoku ellenalloképességét (Rolich 2002).

A chonrogenezis szdmos molekularis jelatviteli utvonal altal regulélt folyamat, ilyen
molekula példaul a Sox9, mely a chondrogenezis mestergénjeként ismert. Mitkodéset a PKA
(protein kindz A) aktivitasa befolyasolja ez utobbi kindz foszforilacios aktivitasa szoros
kapcsolatban all a PACAP nevii neuropeptid receptoraval a PAC1-gyel. A porcszovet egyik
kuldnlegessége, hogy nem tartalmaz ereket és idegeket, a szovet szdmaéra sziikséges anyagokat
diffuzioval veszi fel a synovidlis teret Kkitoltd synovialis folyadékbol. Gyenge
tapanyagellatottsdga miatt regeneraciora alig képes, ezaltal a kiilonboz6 sériilések és
porcdegeneracios folyamatok okozta karosodasok gyogyszeres kezelése igen bonyolult és nem

is minden esetben hozza meg a kivant mértékii javulast.

1.2 PACAP

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid, mas néven a PACAP igen kis méreti,
minddssze 38 aminosavbol allé polipeptid, mely a VIP/Secretin/lGHRH/Glucagon szupercsalad
tagja. A PACAP-ot elsének a kozponti idegrendszerben izolaltak (Miyata és mtsai., 1989),

azonban szamos periférids szovetben is kimutattak (Vaudry és mtsai., 2009). A PACAP
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bizonyitottan pozitiv irdnyba befolyasol tobb fejlédéstani folyamatot, példaul a
chondrogenezist és az osteogenezist is (Juhasz és mtsai., 2014). Harom receptora ismert, a
PAC1, a VPAC1 és a VPAC2, melyek kozul a VPAC1 és VPAC2 a PACAP-on kivil VIP-et
is kot. A G fehérje kapcsolt 7 transzmembran doménnel rendelkez6 PAC1 1000x nagyobb
affinitassal koti a PACAP-ot, melynek konformécio valtozasa az adenilat ciklaz aktivitasanak
fokozodasan keresztil a protein kindz A-t (PKA) aktivalja, mely szamos porcképzodést
szabalyozo transzkripcios faktoron, példaul a Sox9-en keresztil porcspecifikus gének atirasat
szabalyozza (2. Abra). Fontos még megemliteni a CREB transzkripcids faktort, mely a Sox9-
hez hasonl6an foszforilalt allapotban a nukleuszba transzlokalddik és az aggrekan, valamint a
I1-es tipust kollagén atirasat fokozza. Az is ismert, hogy a kiils6leg adagolt PACAP az in vitro
chondrogenezist fokozza (Juhész és mtsai. 2014), valamint a tulzott in vitro mechanikai inger
karos hatasait is kivedi (Juhasz és mtsai. 2015). Gatld hatassal van a matrix metalloproteinazok,
aggrekanazok és hialuronidazok aktivitasara (Szentléleky és mtsai, 2019). Ezen talmenden a
PACAP szdmos egyéb szignaliz&ciés utvonalat szabdlyoz, ezaltal periférias szdvetekben
funkcioja sokrétii és szerteagazo, de altalanossagban elmondhatd, hogy preventiv hatéssal

rendelkezik a szovetet érd karos hatasokra.



2. Célkitiizés
Korabbi kisérletek alapjan tudjuk, hogy a PACAP az in vitro chondrogenezist pozitiv
irdnyba befolyasolja (Juhasz és mtsai. 2014), illetve csokkent aktivitasa mutathatd ki 6reg

egerek terdizuleteiben (Szegeczki és mtsai. 2019), azonban nem all rendelkezésunkre adat a

human porc 6regedése soran bet6ltott szerepérol.

Elsddleges célunk volt a human porc d6regedésének pontos és részletes vizsgalata, mind
az altalanos morfoldgiai viszonyokat tekintve, mind a szOvettani morfologiai valtozasokat

tekintve.

Célul thztiik ki tovabba altalanos szovettani festésekkel nyomon kovetni a porcmatrix

egyes alkotéelemeinek valtozasait a porc éregedése soran.

Ezen talmenden kisérleteink 6 célja az volt, hogy feltérképezzik a PACAP
legfontosabb receptoranak expresszidjat a porc oregedése soran és esetleges korrelacio

megallapitasa a human porc dregedésével parhuzamosan.



3. Anyag és modszer

3.1 Mintak elokészitése, metszetkészités

Kisérleteinkhez human porcmintakat gyijtottink a human etikai engedélyeknek
megfeleléen (28996 2/2018/EKU), majd a mintak kor szerint eloszlasat figyelembe véve
csoportokat hoztunk létre. 10 évenként allitottunk fel egy kisérleti korcsoportot és minden
korcsoportbdl legalabb 3 fliggetlen mintat hasznéltunk. Az izileti porc eltavolitasat a DE
Igazsagugyi Orvostani Intézet munkatarsai végezték. Tovabbi szdvettani és immunhisztokémia
vizsgalatokhoz paraffinos metszeteket készitettiink. A metszést megel6z6en a mintakat 4%-0S
formalinban fixaltuk, majd 10 héten at 4%-os EDTA-ban (etilén-diamin-tetraecetsav)
dekalcinaltuk, majd dehidrataltuk azokat felszall6 alkoholsor segitségével és paraffinba

agyaztuk. 7 um vastagsagu metszeteket készitettiink.

3.2 HE festés és porcvastagsag meghatarozas

A hematoxilin-eosin (HE, Sigma-Aldrich MO, USA) egy alapszdvettani festés, mellyel
az altalanos morfoldgiai paramétereket tudjuk megitélni. Az altalunk készitett metszeteket
deparaffinaltuk, majd el6szor Hematoxilin komponenssel festettiik és csap viz alatt kékitettik,
ezt kovetéen Eosinnal 4 percig festettik és DPX ragasztoval fedtik le. Az igy kapott
metszeteken a negativ toltésii molekuldk és sejtszervek, pl. sejtmagok kéken latszanak és a
pozitiv toltésii molekuldk pl. fehérjék pirosan latszanak. Ezzel a festéssel az altalanos
morfoldgiai tulajdonsagokat itéljik meg. Ezt kovetéen BX53 mikroszkdp segitsegével 4x és
20x nagyitasu objektivet hasznélva felvételeket készitettiink a metszetekr6l. A felvételeken
atlagos porcvastagsdg meghatarozast végeztink, mely soran merdlegest allitottunk a
porcfelszintél a subchondralis csontig eés ennek pixelszdmat mértik le Image J szoftver
felhasznalasaval. Egy metszeten 10 kilonb6z6 helyen végeztiik el a mérést, majd atlagot

szamitottunk. A szignifikancia szint meghatarozasahoz kétmintas t probat alkalmaztunk.

3.3 DMMK festés

A porcmatrix basophil festodésii a matrixalkotok, anionként disszocialo, szulfat,- és
karboxil-csoportjaik miatt. A dimetil-metilenkék (DMMK) (Sigma-Aldrich MO, USA) egy
bazikus festék, mely metakromatikus festddést eredményez, azaz a megfestett porcszdvet eltér
a festék eredeti szinét6l. A folyamat Iényege, hogy az erds negativ toltésii és stiriin elhelyezkedd
gliikkozaminoglikanokhoz kotddd festékmolekulak egymashoz annyira kozel keriilnek, hogy

megvaltoztatjak az atesd fény abszorpcids maximumat €és egy Uj, ebben az esetben lila szint



latunk. A DMMK festék lehetéséget ad a matrixalkotok termelédésének mennyiségének
megitélésére és a matrix egészséges mivoltarol ad informéaciét. Amennyiben az ECM
alkotoinak aranya megfeleld, lila szine metakromatikus festddés lathat6. Amennyiben ezek
szerkezetében probléma Iép fel, azaz a negativ t6ltésti molekulak nem helyezkednek egymashoz
elég kozel a porcszovet kék szinli ortokromatikus fest6dést mutat. Ezt kovetéen BXS53
mikroszkdp segitségével 4x és 20x nagyitasu objektivet hasznélva felvételeket keszitettiink a
metszetekr6l. A felvételeken metakromatikusan festédd porcvastagsdg meghatarozast
végeztiink, mely soran merélegest allitottunk a porcfelszintél a metakromatikusan fest6dé
terletek végeig és ennek pixelszamat mertiik le Image J szoftver felhasznalasaval. Egy
metszeten 10 kilonbozé helyen végeztik el a mérést, majd atlagot szadmitottunk. A

szignifikancia szint meghatarozasahoz kétmintas t prébéat alkalmaztunk.

3.4 Picrosirius voros festés

A picrosirius voros festék (Sigma-Aldrich MO, USA) a kollagénrostokat piros szinnel
festi meg, és atesd fényben annak szerkezetének megitélése megegyezik akar egy HE festési
elemzéssel. Azonban a kollagén kettésen fénytoré tulajdonsagti makromolekula, ezért, ha a
metszeteket polarizacids mikroszkopban vizsgaljuk és a polarizalt fény sikjat A/4-el elforgatjuk
a kollagénrostokat tartalmazo teriileteken erésen vilagito teriileteket lathatunk. Az egészséges
porchan a chondronok korll a 1l-es tipusu kollagén korkoros lefutasd, melyek polarizacios
mikroszkdpban kereszt alaki struktirékat hoznak létre, ezeket maltai kereszteknek nevezzik.
Amennyiben a kollagénrostok lefutasa zavart szenved a maltai keresztek deformalodnak és
véltozatos alakot vehetnek fel. A fényerdsség intenzitasa aranyos a kollagén expresszidjaval. A
polarizécids fényben vizsgalt metszeteken élénk pirosra festédnek a vastagabb kollagénrostok
és a rostok elvékonyodasaval parhuzamosan zold szin jelenik meg. Az iziileti porcban 1év6
vastag ¢és vékony kollagénrostok aranya igy szamszer(isithetd. Vizsgalataink soran Image J
szoftverrel lemértiik egy tetszdlegesen kijelolt azonos méretii négyzetben a piros és z6ld
pixelpontokat és az adott teriilet integralt denzitasat meghataroztuk, mely adatok segitségével a
kovetkeztettiink az adott korcsoport iziileti porcaban 1évé vastag és vékony kollagénrostok

szamara.

3.5 Immunhisztokémia
Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran az altalunk vizsgalni kivant PAC1 receptor
expressziojat és lokalizaciojat kdvethetjuk nyomon. Az immunhisztokemia vizsgalatok soran

az antigén-antitest kotéseket hasznaljuk a lokalizaci6 meghatarozasara. A mintakat a



rehidratalas utan 3x 10 percig mostuk PBS-ben, majd a blokkoltuk a metszeteket 1%-0s BSA-
ban. Primer antitestként poliklonalis PAC1 antitesteket (Sigma-Aldrich MO, USA) hasznaltunk
1:500 higitasban, ezt kovetéen inkubaltuk a metszeteket 4°C-on egy éjszakan at. Alexa 555 anti
nyul fluoreszcens antitestet (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) alkalmaztunk
szekunder antitestként 1:1000 higitasban. Hattérfestesnek DAPI-t hasznaltunk a sejtmagok
kimutatasara. Eredményeink ellendrzéséhez negativ kontrollt hasznaltunk, mely soran primer
antitest nélkul alkalmaztuk az Alexa 555 szekunder antitestet. Konfokalis mikroszkop
segitségével hataroztuk meg a PACL receptor pontos lokalizacidjat, melyhez 60x objektivet
hasznaltunk, 543 nm hullamhosszusagu lézerrel megvilagitva, azonos lézerintenzitast
hasznélva és 1um-es virtualis szeleteket pasztaztunk és fotdkat készitettlink. A mintakrol harom
régioban készitettiink felvételt: felszini zoénaban, a ,k6zEpsd” atmeneti zondban €s a mély

zénaban. A PAC1 receptor expresszidjat mindharom zénaban kilon vizsgaltuk
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4. Eredmények
4.1 Az ember térdiziletének hialinporca 40 éves kort elérve sériilekenyebbé valik

A HE-nal megfestett szovettani metszeteket megtekintve a porcvastagsag csokkenése
mar szemmel is lathaté a kdzépkori mintakon. A fiatal embertarsainkbdl szarmazo mintak
felszinén rendellenessegek nem lathatdk, a festés intenzitasa egyenletes (3a abra). A 40-50 éves
korcsoportbdl szarmazd mintdn megfigyelhetjiik a felszini zona degradacidjat, mely az ennél
idésebb korcsoportokban is megfigyelhetd, illetve még sulyosabb elvaltozdsokat mutat. A
felszini zdéna ilyen jellegli valtozasa a porc elfajulasanak jele lehet €és patologiai elvaltozasok,
pl. chondropatidk egyik jellemzd tiinetének tekinthetdk. A festddés intenzitdsa se olyan
egyenletes, mint a fiatalabb korosztalyokban, a relativ porcvastagsag csokkenése pedig mar
szemmel is észrevehetd (3b &bra). A fest6dés intenzitasa a chondronok koriili matrix
festédésének csokkenésére utal, valamint a porcvastagsag csokkenése a fokozott mechanikai

ingerlés kovetkeztében 1étrejové porcintegritas csokkenésnek lehet az eredménye.

Fiatal (10-20 év kozétt) porc

Fiatal (20-30 év k6z6tt) porc Fiatal (30-40 év kéz6tt) porc
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3a dbra: A porcfelszin a fiatal korcsoportokban jellemzéen szabalyos, koros elvaltozasok nem jelentkeznek az
érintett tertleten. A felvételek 4x nagyitason BX53 mikroszkdp segitségével késziltek.

Kozépkord (40-50 év kdzott) porc Kozépkoru (50-60 év kdzott) porc id&s (60-70 év kdzott) porc

(o

felvételek 4x nagyitason BX53 mikroszkdp segitségével késziltek.

A relativ porcvastagsag eredményeit a 4. abra tartalmazza. 0-10 éves korcsoportban a
subchondralis csont hianya miatt még nem megallapithaté a porcvastagsag. Az adatok arra

utalnak, hogy 40 éves kor felett a porcvastagsag jelentdsen csokken. Ezt a vastagsagcsokkenést



fokozatosan nyomon kovethetjiik a kor elérehaladtaval, bar azt is el kell mondanunk, hogy

valdsziniien befolyasolja az egyes emberek fizikai aktivitasa és genetikai érintettsége is.

Porcvastagsag

Porcvastagsag

n.d.
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4., abra: A relativ porcvastagsag eloszlasa az egyes korcsoportokban. 40 éves kort elérve csokkené tendencia
figyelhet6 meg.

4.2 A hialinporc porcmatrix termelédésének csokkenése figyelheté meg ortokromatikus
festodésen keresztil

A DMMK festékkel a porcmatrix alkotdinak jelenlétére tudunk kovetkeztetni, mely a
fiatal korosztalyokban erés metakromazids festédésben nyilvanul meg (5a &bra). Ez jelzi
szamunkra, hogy az ECM molekuldk expresszidja zavartalanul miikddik, mig a 40 éves
korosztalyban megfigyelhetdk ortokromatikus elvaltozasok a tangencidlis rétegben. Az
ortokromézia a porclagyuléasi folyamatokat is jol tikrozi szamunkra, mely az 50-60, de
kifejezetten a 60-70 éves korcsoportbol szarmazo mintakon jol megfigyelheté (5b abra). Tehat

elmondhatjuk, hogy a hialinporc matrixtermelésének zavarai 40 éves kortdl kezd6dnek meg.

Fiatal (20-30 év kodz6tt) porc

Fiatal (10-20 év koz6tt) porc Fiatal (30-40 év kdzétt) porc -

5a abra: vDMMK festés a mintakon. A fiatal csoportokban nem latunk a porcmatrix szerkezeti sértiléseire
utalé elviltozasokat, erés metakromatikus festddés figyelheté meg, mely a matrix negativ toltésii, bazikus
csoportok jelenlétét feltételezi. A mikroszkop felvételek BX53 mikroszkop segitségével 4x nagyitason
készultek.
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Kozépkort (40-50 év kdzétt) porc Kézépkort (50-60 év kdzott) porc

idds (60-70 év kozott

\ /
5b dbra: vDMMK festés a mintakon. Az id6s6d6 mintakon erds ortokromatikus festodés figyelheté meg , mely
kezdetben a felszini zonéakat érinti, majd a porc teljes terjedelmén lathat6. Ez az ECM egyes elemeinek

hianyat feltételezi, ezaltal a porclagyulési folyamatok kezdete is. A mikroszkop felvételek BX53 mikroszkop
segitségével 4x nagyitason késziiltek.

A metakromatikusan fest6dé porc vastagsaga is fontos informécidval szolgal a porc
glitkozaminoglikan tartalmat illetden. Igy megvizsgaltuk a DMMK-kel festddé porcmatrix
vastagsagat is. Hasonlo eredményeket kaptunk az altalanos morfoldgiai analizishez, hiszen itt
is folyamatos csokkenést allapitottunk meg a kor elérehaladtaval (6.abra). Ebben az esetben a
40-50 év kozotti mintak esetében Kis Kiugré értéket kaptunk, valamint a szorasertékek
Iényegesen nagyobbak voltak. Ezen adatok is arra utalnak, hogy az egyes emberek esetében
befolyasolja a porc szerkezetét a fokozott mechanikai behatas, de altalanossagban elmondhatd,
hogy a kor eldrehaladtaval a porcmatrix metakromatikusan fest6dé komponensei csokkenést

mutatnak.

Porcvastagsag
&
[T

J *

L= L=
1 1

Porcvastagsag
[3*3
[l

S PP PP DD P PP
o o A &
RS N PR

Korcsoport

6 abra: Porcvastagsag meghatarozisa a VDMMK festést kovetden. A porcvastagsag értékek szignifikans
mértékben csokkennek az id6s6dé korcsoportokban. A szignifikancia szint meghatarozasat kétmintas t
probaval hataroztuk meg. p<0,05



4.3 A kollagenrostok expresszioja zavart szenved az dregedes soran

A ll-es tipust kollagénrostok lefutasa a hialinporc rétegeiben eltér6, a felszini zdnaban
eleinte a felszinnel parhuzamosan, majd tangencialis és kés6bb a felszinre meréleges lefutast
mutat. A fiatal porcban a vékonyabb, majd az egészséges felnétt porcban vastag és precizen
elhelyezkedo kollagénrostok a jellemzdek, a vékonyabb orientacidt nélkiilozo kollagénrostok
ardnya az egyes patoldgias elvaltozasok soran ndvekszik. Azonban a chondronok korll a
kollagénrostok lefutdsa korkords és festddésiik intenzivebb. Ez a specialis lefutas polarizalt
fényben, a fény sikjat A/4-gyel elforgatva picrosirius vorés festést alkalmazva jol
megfigyelhetd. A vastag kollagénrostok intenziv voros szinnel jelennek meg, mig a vékonyabb
kollagénrostok zold fényben tiinnek fel. A chondronok korul ugynevezett méltai keresztek
forméajaban lathatok, melyek jellegzetes mintazatot mutatnak egészséges porcban és fiatal
mintdkban ezek a struktdrak élénk piros szinnel lathatok (7a &bra). A porc éregedésével a
keresztek alakja deformalodhat, ahogy a 40-50 éves korcsoportban is megfigyelheté ez a
jelenség. az idésebb korcsoportokban vagy teljesen eltiinnek a maltai keresztek, vagy érdekes
korkords format vesznek fel. A deformités a Il-es kollagén expresszidjanak zavarara utal, mely
a polarizacios mikroszkopos felvételek alapjan 40 éves kor koriil kezd6dik. A porclagyulasi
folyamatok soran a kollagénrostok szinte teljesen eltiinhetnek, vagy rendellenes korkoros

format vehetnek fel (7b abra).

Fiatal (10-20 év kdzott) porc Fiatal (20-30 év kozott Fiatal (30-40 év kozétt) porc

7a abra: A fiatal mintakon lathatéak az ugynevezett Maltai-keresztek. Ez a kollagénrostok zavartalan
expresszidjara és zavartalan lefutdsara utal, mely nélkiilozhetetlen a porcmatrix megfelel6 stabilitisanak
fenntartasahoz. Polariziciés mikroszképban fény sikjat 1/4-gyel elforgatva 20x nagyitason a felszini zonakban
készult felvételek.

Kozépkort (40-50 év kodzdtt) porc Kodzépkord (50-60 év kdzott) porc idds (60-70 év kozdtt) porc

7a abra: A 40-50 éves korcsoporttdl kezdve a kollagénrostok lefutasa szabalytalanna valik, mely ésszhangban lehet
a porclagyulasi folyamatokkal és a I1-es tipust kollagén expresszidjanak valtozasaval. Polarizaciés mikroszkopban
fény sikjat A/4-gyel elforgatva 20x nagyitason a felszini zonakban készUlt felvételek.



Az egyes mintakban korcsoportonként és zéndknak megfelelden lemértiik a piros és
zold pixelek intenzitdsat. A felszini zonaban. mely leginkabb kitett a mechanikai behatasoknak
a vastag kollagénrostok aranya Iényegesen magasabb, mint a vékony rostok jelenléte. A vastag
kollagén jelenléte nem valtozott szignifikansan a korcsoportokban. Azonban a sokkal kisebb

aranyban jelenlévo zold, vékonyabb rostok aranya a 30-60 éves korcsoportokban szignifikansan

né (8. abra).

Kollagén vastagsag felszini zona
200 -

h
=
|

Piros/zold ardny

Korcsoport

8. abra: A picrosirius festést kovetden a piros-z6ld szinintenzitas aranya a felszini zénakban. A vastag
kollagénrostok aranya minden korcsoportban nagyobb, mint a vékony rostoké, azonban szignifikans ndvekedése
tapasztalhato a vékony kollagénrostoknak a kézépkor( mintak esetén. A szignifikancia szint meghatarozasahoz

kétmintas t probat alkalmaztunk. p<0,05

A ko6z€pso, atmeneti zonaban megvizsgalva a vastag és vékony kollagénrostok aranyat
érdekes eredmeényeket kaptunk. A kezdetben vastagabb kollagénrostok a feln6tté valas soran
csokkenek, majd érdekes mddon a 60-80 éves korig kiugré eredményeket mutatnak (9. abra).

Hasonlo eredmények figyelhetok meg a vékonyabb zdlden festddd rostok esetében is.
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9. &bra: Az atmeneti zéndban a kollagénrostok aranyanak meghatéarozasa. Ebben a zéndban mind a vastag, mind a
vékony kollagénrostok esteében is lathatunk kiugré értékeket, melyek a vastag kollagénrostok esetén 40-50 éves
korig csokkené tendenciat mutatnak, majd aranyuk néni kezd. Ez a vékony rostok esetén is lathaté tendencia.

A mély zénaban megvizsgalva a vastag és vékony ll-es tipusu kollagénrostok aranyat
elmondhatjuk, hogy ebben az esetben csak fiatal korban magas a vastagabb kollagénrostok
aranya, majd a vastag és vékony kollagénrostok kdzel azonos mennyiségben talalhatok meg az
egyes korcsoportokban (10. abra). Hasonldan a kozéps6 réteghez 70 -90 éves korig kiugrd
értekeket kaptunk, jellemzden a 40-50 éves korig 1év0 emberek esetében itt is csokkenést

tapasztaltunk (10. &bra).

Kollagén vastagsag meély zona
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10. abra: Mély zonakban a zold és piros szinintenzitias meghatarozasa. Ebben a zondban is megfigyelhet6 a
csokkend, majd novekvé tendencia a vékony és vastag kollagénrostok esteén, azonban itt fiatalkorban kiugréan
magas a vastag kollagénrostok aranya.
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4.4 PACL receptor lokalizacidja

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran a PAC1 receptor pontos lokalizaciojat kovettiik
nyomon konfokalis mikroszkop segitsegevel. A PAC1 receptor jelenlétét zondk szerint
vizsgéaltuk, és a teljesség igénye nélkiil a jellemz0 korcsoportokbdl, illetve az 6regedés 1ényeges
szakaszaibdl mutatunk be néhany reprezentativ képet. A receptor jelenlétét minden
korcsoportban ki tudtuk mutatni zénaktdl fliggetlendil, azonban az egyes zonakban eltérd

intenzitassal.

Az ujsziilottekbdl, illetve gyermekekbdl szarmazd mintdkon a felszini zona sejtjei
intenziv immunpozitivitast mutatnak, mind membran és mind citoplazmatikus lokalizaciot

tekintve. A kozéps6 és mélyebb zonakban a jel intenzitas er6ssége csokken, de lokalizaciot

tekintve hasonl6 eredményeket kaptunk (11. &bra).

0-10 )
Felszin Kozép Mely

11. dbra: Immunhisztokémia a legfiatalabb korosztaly esetén. Itt a felszini zonaban nagyon erés a PAC1 receptor
aktivitasa, mely foleg citoplazmatikus lokaciét mutat. Konfokalis mikroszkdppal készult 60x nagyitasu felvételek.
Scale bar 20pm.

Fiatal feln6ttekben a PAC1 receptor erés immunpozitivitast mutat a felszini zondban
azonban a receptor lokalizacioja inkabb a membranra jellemz6. Az atmeneti zonaban ezekben
a mintakban is kimutathatd a receptor, bar alacsonyabb intenzitassal és mind citoplazmatikus
mind membranlokalizaciét is mutat. A mély zonaban jelerdsség intenzitasa néd és

citoplazmatikus és membranlokalizaciot is mutat (12. abra).



10-20

12. &bra: PAC1 receptor expresszidjanak lokalizacidja a 10-20 év kozotti korosztalyban. Ebben a korcsoportban a
mély zonaban lathaté erés PAC1 expresszio, mind a felszini, mind az d4tmeneti zénaban jellemzo6 a
membranlokalizéci6 is. Konfokéalis mikroszkoppal késziilt 60x nagyitasu felvételek. Scale bar 20um.

Ko6zépkorti emberekbdl szarmazd mintdk esetében a jel intenzitas jelentdsen csokken
PACL receptor esetében. A felszini zondban még jol kimutathat6, de az atmeneti zonaban a
PAC1 receptor immunpozitivitas alig detektalhatd, de membranjelet lathatunk jellemzdéen. A

mély zénaban is jelentésen csokkent az immunpozitivitas és jellemzéen citoplazmatikus (13.

abra).

40-50

13. &bra: A kdzépkoru mintdkban a PAC1 expresszidja inkdbb membrénlokalizaci6 formajaban figyelheté meg,
azonban az atmeneti és mély zdnakban mar alig kimutathat6 mértékben van jelen. Konfokalis mikroszképpal
készlilt 60x nagyitasu felvételek. Scale bar 20pum.

Idéskorban a PACI receptor expresszidja jelentésen csokken. A PACI
immunpozitivitads nagyon halvanyan mutathaté ki a felszini zonaban, de jelen van a receptor a
chondrocytakon. A kozéps6 és mély zonakban a PACALI receptor kimutathato és ezekben a

mintakban is membranlokalizaciét mutat (14. abra).
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14. &bra: Pacl receptor immunhisztokémiai kimutatisa az idé korosztilyban. Ebben a korcsoportban a felszini
z6naban alig észreveheté immunpozitivitas figyelheté meg, azonban mindhirom zoénaban kimutathaté6 a PACI
receptor jelenléte. Konfokalis mikroszképpal késziilt 60x nagyitasu felvételek. Scale bar 20um.



5. Diszkusszio

A PACAP széles korben kutatott neuropeptid, melyet az 1980-as években tortént
izolaldsa Ota (Miyata és mtsai., 1989) szdmos egyéb szovetben kimutattak méar (Vaudry és
mtsai., 2009). Az is bizonyitott, hogy sokoldalt szabalyoz6 funkcidkat lat el egyes fejlodéstani
folyamatok soran, példaul az drléfogak megfeleld6 zomanctermelésének szabalyozasaban is
fontos szereppel bir (Sandor és mtsai., 2014). Indirekt modon szabalyozhatja a fejlédéstani
folyamatokat, mivel szamos jelatviteli Gtvonallal kapcsolatban all, melyek tébb szovet
fejlddésében is részt vesznek (Juhdsz és mitsai.,, 2015). Ezek miikodését ugynevezett
,.crosstalk”-0k segitségével regulalhatja példaul a fog ndvekedésének szabalyozasa esetén is. A
kozponti idegrendszert érd kéaros hatasokban védd szerepe bizonyitott (Vaudry és mtsai, 2009),
retinopatiaban és ischémidaban is pozitiv szerepét bizonyitottak (Kvarik és mtsai., 2021, Laszl6
és mtsai.,, 2019). A PACAP génhidnyos egerek esetében az oregedés soran fokozott
amyloidozist detektaltak (Reglddi és mtsai., 2018), valamint a csontképzddésiik is zavart
szenved (Jozsa és mtsai., 2018), emellett a herékben is eltéréseket detektaltak (Reglédi és
mtsai., 2018). Ezen talmenden a chondrogenezist és osteogenezist is pozitivan befolyésolja
(Juh&sz és mtsai., 2014), a PACAP hidnyaban a csonttorés gydgyulasa zavart szenved (J0zsa és
mtsai., 2019), illetve oreg PACAP KO egerek térdiziileteiben jelentds porcdegradaciot is
kimutattak (Szegeczki és mtsai., 2019). Ugyanakkor az is bizonyitott, hogy in vitro
porctenyészetekben kivédi a fokozott oxidativ stressz hatésait (Juhdsz és mtsai., 2014) valamint
a talzott mechanikai inger porckarositohatésait is kompenzélja (Szentléleky és mtsai., 2019). A
PACAP receptorairdl ismert, hogy megtalalhato in vitro csirke porcosodoé kultirakban (Juhasz
és mtsai., 2014), valamint az éreg PACAP KO egerekben is csokkent expressziot mutatnak
(Szegeczki és mtsai., 2019). Huméan viszonylatban annyi adattal rendelkeziink, hogy az
osteoarthritis soran a receptor kifejez6dést detektaltak (Lauretta és mtsai., 2020), viszont az

Oregedés soran betoltott szerepe és esetleges funkcidja nem tisztazott.

Az articulatio genus, azaz a térdizulet, az emberi test egyik legfontosabb és
legbonyolultabb iziilete. Karosodasa és a porcfelszin elvesztése sulyos kdvetkezményekkel
jarhat a jardsmechanizmus pontos megvaldsitdsaban. A térdiziiletiinkben 1évo sejtek azonban
regeneraciora nem, vagy alig képesek. Ezek a posztmitotikus sejtek adott esetben az ember
sziiletésétdl kezdve haldlunkig veliink oregednek és jak nem képzddnek, vagy a sejteket
koriilvevd matrix termelésében egyre lassabban vesznek részt. Annak érdekében, hogy
pontosan feltérképezzilk a porcszovet Oregedeését és az oOregedés soran bekovetkezd

véltozasokat kisérleteinkhez human porcmintdkat gyljtottiink, majd 10 évenkénti
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korcsoportokat hoztunk létre. Ezen korcsoportokban morfologiai vizsgalatokat végeztink,
valamint a porcmatrix szerkezetét ado 11-es tipusu kollagén szerkezetét és orientacidjat kovettik
nyomon, illetve azon gliikézaminoglik&dnokat is megvizsgaltuk, melyek a porcra specifikus
metakromatikus jelenséget is adjak. Eredményeink ramutatnak az idé muldsaval bekovetkezo
morfoldgia elvaltozasokra, melyek sulyosan karositjak a porc szerkezetét, ezéltal gyengitve
annak ellenalloképességét. Ezen porcdegeneracids folyamatok 40 éves kor koriil kezdddnek és
a porcszovet gyenge regeneracios képessége miatt az id6 mulasaval az elvaltozasok
stlyosbodnak. Azt is egyértelmiien kimutattuk, hogy az oregedés és kollagén lefutds és
vastagsag kozott zonak szerinti eltéréseket tudunk kimutatni. Ezek az eredmények nem
meglepdek, hiszen a felszini zonak vannak kitéve a legtobb mechanikai, valamint nyir6 erének
(Basso es mtsai., 2020) és regeneracio hianya ezen terlletek patoldgiai elvaltozasaval parosul.
Ugyanakkor a mély zonakban 1év6 kollagénexpresszios valtozasok inkabb a szubchondrélis
csont feldl érkezd hatdsokkal hozhatdk Osszefiiggésbe (Yu és mtsai., 2016). Azaz kisérleteink
sorén pontosan feltérképeztiik a porc felszini és mély zénaiban 1évé valtozasokat, melyek
felelosek lehetnek a porc iddskori szerkezeti atalakuldsanak és sériilések, degeneracios
folyamatok korfiiggd -elfordulasanak gyakorisagaval. Ahhoz, hogy ezen eseményeket
valamilyen szinten kontrollalni, vagy esetleg terapiasan kezelni tudjuk, kerestiink egy olyan
lehetséges mechanizmust, mely altalanos védo szereppel bir és a mellékhatdsai minimalisak.
Ezért esett valasztasunk a korabban részleteiben targyalt PACAP neuropeptidre. Azonban arrol
nem rendelkeziink pontos informacioval, hogy a PACAP legfontosabb receptoranak a PAC1-
nek milyen a zonélis eloszlasa és a kor eldrehaladtaval. valtozik e expresszidja az iziileti porc

egyes terdletein.

Kisérletein soran ezért immunhisztokémiai moédszerrel azonositottuk a PAC1 recepttor
lokalizacidjat és a jelintenzitasbdl megprobaltunk kdvetkeztetni annak expresszios valtozasaira.
Eredményeinkbdl kidertil, hogy a PACI1 receptor az kortdl fiiggetleniil azonosithat6 a felszini
z6nékban, bar expresszidja és membranjelenléte folyamatosan csokken a kor elérehaladtaval.
Ugyanakkor az is elmondhato, hogy a mélyebb zondkban is jelen van a receptor es csont-porc
atalakulasban is fontos szerepet jatszik. Korabban mar laboratériumunkban kimutattak, hogy a
csontosodast is pozitivan befolyasolja UMR-106 sejteken (Juhasz és mtsai., 2014), valamint a
callusképzddést is pozitivan befolyasolja (Jozsa és mtsai., 2021) azaz nem meglepd, hogy a
porc mély zonaiban is erds expressziot detektaltunk. Szamunkra azonban lényeges eredmény

felszini zonaban vald jelenléte, hiszen egy jovOben intraarticularisan alkalmazott PACAP



injekcid leginkabb ezeken a felszini zondban elhelyezkedd chondrocytédkon fejtheti ki jotékony

hatasat.

Kisérleteink soran kapott eredményeink igy felvetik annak a lehetdségét, hogy
egyébként az emberi szervezetben normal koriilmények kozott is termelédd neuropeptid
alkalmazésa intraarticularisan fokozhatja a porcmatrix termelédését és gatolhatja a
porcdegeneracios folyamatokat. Igy tovabbi kisérleteket tervezink ennek bizonyitaséra
allatmodelleken, oly médon, hogy patkédnyok térdiziileteiben mesterségesen osteoarthritist
indukalunk és PACAP intraarticularisan adagolva nyomon kovetjiik a neuropeptid porcvédo

hatasait.
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7. Fuggelék

Onélléan végzett munkak:

o Metszetkészités

e SzOvettani festések

e Immunhisztokémia

e Relativ porcvastagsag meghatarozas

Seqitségael végzett munkék:

o Konfokalis mikroszkop hasznélata
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