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Szakmai beszamold
,»Az akut izlleti véréomleny patomechanizmusanak vizsgalata”
cimt kutatasi program zarojelentéséhez
(OTKA-azonosito: F 46504)

Témavezet6: Dr Borsiczky Balazs

A 2004-ben megkezdett projekt végrehajtasa sorén in vitro, in vivo allatkisérletek, és
klinikai vizsgalatok elvégzését tiiztiik ki célul annak érdekében, hogy Ujabb részleteit tarjuk
fel az akutan kialakuld izuleti véromleny patomechanizmusanak. Ugyan a végrehajtasban
résztvevé kutatok tavozasa, illetve a pénzlgyi kornyezet valtozasai miatt a kutatasi
munkatervet kis mértékben mddositanunk kellett a projekt id6tartama alatt, mindez a kittizott
celok elérését nem akadalyozta.

A vizsgalataink alapjat add hipotézis szerint - akar csak a kronikus izuleti bevérzés
esetén - az akut haemarthros sordn is a hirtelen megvaltozo6 inrtaarticularis kdrnyezet a
patogén folyamatok kulcsa. Azonban a kedvezétlen hatasok rovidebb ideig tarté fennéllasa
(Rodnan vizsgélataibol tudjuk, hogy az izotoppal jeldlt vvt-k kb. 50%-a két nap elteltével, kb.
75%-a pedig négy nap utan elhagyja a térdiziletet.) és az ismétl6do bevérzések hianya alapjan
ugy gondoltukuk, hogy tdbb, de viszonylag agressziv és gyorsan aktivalodé mechanizmus a
felel6s az irodalmi adatokbdl ismert elvaltozasok kialakuldséért. Elfogadva, hogy az izlleten
bellli milié megvaltozasa alapveté jelentéségii, tovabba 6sszehasonlitva az egészséges izileti
folyadék és a vérplazma 6sszetételét, megallapithatd két szembed6tlé kiilonbség, amelyek a
prompt hatéssal jaré folyamatok alapjaul szolgéalhatnak. Ezek kozil az egyik, hogy a plazma
kolloid ozmotikus nyomésa kétszeresen meghaladja a synovialis folyadékét, a masik

nyilvanvalé kilonbség pedig a vér és a synovium eltéré cellularis 0sszetételébdsl adodik.

Az ozmotikus stressz hatasa (in vitro vizsgalatok)

Ismert, hogy az ozmotikus stressz hatasara megvaltozik a porcsejtek térfogata, amely

hatdssal van a sejtek ndvekedésére protein és glikézaminoglikan szintézisére és aminosav
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transzportaja. A vér megjelenése az izlleti Uregben egyiitt jar a kolloid ozmotikus nyomas
gyors novekedésével, ami kovetkezményesen megvaltoztathatja a matrix hidrataltsagat és a
chondrocytdk zsugoroddsdhoz vezethet. Bar a chondrocytdk rendkivil —hatékony
ozmoregulacios képessége viszonylag tag hatarok kozott lehetéve teszi az adaptaciot, az
utobbi évek kutatdsainak eredményeképpen kiderllt, hogy az ozmotikus stressz olyan G-
protein és inozitol-trifoszfathoz kapcsolt jelatviteli utakat aktival, amelyek tovabbi Ca®*
medialta masodlagos messenger szignalokat inditanak be. Ezek az ismeretek, valamint a
bevezetében emlitett valtozasok egyiittesen jel6lték ki a kutatas azon irdnyat amelyen jarva in
vitro Kkisérletek sorat elvégezve vizsgaltuk az ozomtikus stressz altal okozott intracellularis
jelatviteli folyamatok valtozasait.

Munkacsoportunk altal korabban kidolgozott chondrocyta izolaciés mddszer segitségével
primer porcsejt-tenyeszeteket hoztunk létre, majd ezeken vizsgaltuk az ozmotikus stressz,
hatasait. EIs6ként azt sikerilt kimutatnunk, hogy az akut haemarthros kialakuldsa soran létre
jovo, tobb mint kétszeres, kolloid ozmotikus nyomasemelkedés hatdsara valdban
bekdvetkezik bizonyos szekunder intracellularis jelatviteli mechanizmusok, kuldéndsen a
p38MAP kinadz Ut, aktivalodasa. Tekintettel arra, hogy a p38MAP kinaz aktivalodasat mas
sejtek esetén, tobb kozlemeny szerzéje is kapcsolatba hozza az apoptozis folyamataval,
tovabba az apoptotikus sejtelhalast, korabbi akut haemarthrosos allatkisérletes modeljeinkben
magunk is megfigyeltik, tovabbi vizsgalatainkat ebbe az irdnyba folytattuk.

A primeren izolalt, sertés chondrocytdk populécidit 6 6éran keresztil inkubaltunk
normal és hyperozmotikus médiumban, majd a p38, ERK1/2, és Akt foszforilacidjat Western-
blot eljarassal vizsgaltuk. Az él6 és az apoptotikus chondrocytdk atlagat annexin-v flow
citometriaval hataroztuk meg. Ismert, hogy a matrixtol mefosztott chondrocyték rovid idé
elteltével fibroblasztta dedifferencialodnak. Annak érdekében, hogy a blasztos elvaltozas
mértekét megitélhessik, real time PCR segitségevel ellenériztiik a sejtekben zajlo aggrecan,
valamint az | és Il tipusu kollagének expresszidjat. E vizsgalataink kizartadk a szignifikans
mértéki blasztos atalakulast. Az elvégzett Western-blot vizsgalatok késébb kimutattak, hogy
nem csak a p38 MAPK, de az ERK1/2, és Aktl foszforilacidja is jelentésen fokozodik a
chondrocytak hiperozmotikus médiummal valé kezelése alatt, a kontrol sejtekhez képest.

E mellett, a flow cytometrids vizsgalatok az apoptotikus sejtek aranyanak szignifikans
emelkedését, mig az életképes porcsejtek szamanak jelentés csokkenését mutattdk az
ozmotikus stressznek Kkitett sejtpopulaciokban. Eredményeink tehat igazoltak, hogy a

kétszeresere emelked6 ozmotikus nyomas szamos proapoptotikus jelatviteli tvonalat aktival,



amely tény magyarazatul szolgalhat a chondrocytdk flow cytometriaval kimutatott
apoptotikus elvaltozasaira.

Az ozmotikus stressz és a chondrocytadk apoptotikus pusztulasa kozotti kapcsolat
igazolasa 6sztonzott benniinket arra, hogy bevonjunk a vizsgalatainkba valami olyan agenst,
amely az emlitett mechanizmusokra feltehetéen hatassal lesz. A Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP) neuroprotektiv hatsai mar jol ismertek, mind in vitro, mind
kilénb6z6 klinikai modellekben, in vivo. Napjainkban szamos nem neuronalis rendszerekben
nyujtott, protektiv hatdsa is kezd ismertté valni. Az ozmotikus stressz tébb intracellularis
masodlagos jelatviteli szerepl6t is aktival, azonban arra nézve, hogy ezek hogyan képesek
befolyasolni a chondrocytakat csak néhany adat all rendelkezésiinkre. Ezért in vitro
kisérletekben tovabb vizsgaltuk az ozmotikus stressz aktivalta protein kindz utvonalak
aktivalddasat, kulonos tekintettel a MAPK csalad tagjait, a CAMP responsive element binding
transcription factor (CREB), valamint a casapse 3 aktivaldédasat, es a PACAP erre adott
lehetséges protektiv valaszat. A fenti mddon izolalt chondrocytakat DMEM F12 médiumban
tenyésztettilk 2 napon keresztiil, majd a harmadik napon a kontrol chondrocytakat normal
(300 mOsm), a teszt csoportot pedig hiperozmotikus (600 mOsm) mediumban inkubaltunk 6
oran keresztul. A PACAP kezelt csoportokat mind izoozmotikus, mind hiperozmotikus
médiumban inkubaltuk 20nM PACAP 1-38 hozzéadéasdval. A sejtek életképességét MTT
assay segitségével, az €él6 és az apoptotikus chondrocytak atlagat annexin-v flow citometriaval
hataroztuk meg. Szintén flow citometrids technikaval hataroztunk meg a MAPK csalad
tagjainak foszforilacios szintjét - extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2), p38 MAP
kinase (p38), c-Jun N-terminal kinase (JNK1/2) és a CREB, valamint caspase 3 aktivacios
szintjét. Megallapitottuk, hogy a p38 MAPK, ERK1/2, JNK1/2 foszforilacidja, valamint
caspase 3 aktivacids szintje emelkedett, mig a CREB foszforilacios szintje csokkent a
chondrocytak hiperozmotikus médiummal valo kezelese alatt a kontrol sejtekehez képest.
Emellett, az apoptotikus sejtek ardnya megemelkedett, mig az életképes porcsejtek szama
jelentésen lecsokkent az ozmotikus stressznek kitett sejtpopulaciokban. A PACAP kezelt
sejtcsoportban az életképes porcsejtek szama jelentésen megnétt, mig az apoptotikus sejtek
szama csokkent az osmotikus stressz kezelés mellett. Tovadbba a PACAP képes volt
csokkenteni, a JNK1/2, p38 MAPK, ERK1/2 és caspase 3 aktivacigjat, valamint emelni a
CREB foszforilacidés szintjét. A kapott eredmények ismét aldhuztak az ozmotikus stressz
okozta degeneracios hatdsmechanizmus jelenlétét, ugyanakkor igazoltdk a PACAP erre

gyakorolt protektiv hatasat.



A synovialis folyadék cellularis szetételének megvaltozasa (klinikai vizsgalatok)

A normal synovialis folyadék cellularis dsszetételére jellemz6 a meglehetésen kevés
(200-300sejt/mm?®) leukocita, tdlnyomé részben monocyta és lymphocyta jelenléte. Azonban
az akut haemarthros soran ugrasszertien létrejovo intraarticularis leukocyta szam emelkedés
(5x10° —10'/ml), doéntéen az iziletben abszolt idegen PMN-ek jelenlétébsl adédik. E
sejttipus egyik legjellemzoébb tulajdonsaga, hogy kilonbézé proinflammatérikus mediatorok
(pl. thrombocyta aktivald faktor, thromboxan, leukotriének, stb.) hatdsara nagy tomegii
reaktiv oxigen intermedier (ROI) és tovabbi gyulladasos faktorok (pl. interleukinok) fokozott
termelésébe kezd. A PMN-aktivatorok felszabadulhatnak egyrészt a serlt erek endotheljébdl,
vagy a sérulés helyén lokalisan 0sszegyalé thrombocytakbol. Szamos in vitro tanulmany
igazolta, hogy a ROI és a bel6luk keletkezé egyéb agressziv vegyiiletek, mint pl. a hipokléros
sav, képesek a matrix proteoglikanok és proteinek szintézisét gatolni a chondrocytakban. Sajat
vizsgalataink soran pedig kimutattuk, hogy aktivalt PMN-ek jelentés oxidativ karosodast
képesek létrehozni in vitro korilmények kozott izolalt chondrocytakon. Korabbi klinikali
vizsgalataink eredményeképpen kimutattuk, hogy bizonyos sejtfelszini antigének expresszioja
megvaltozik az izlleti véromlenyben 1évé leukocytakon a bevérzés soran, amely e sejtek
aktivalddasat sugallja.

A fenti gondolatmenetet folytatva, kutatasi programunk végrehajtdsanak masik f6
irdnyat, a klinikai vizsgalatok jelentették. Kordbban igazoltuk, hogy az akut haemarthros
sorén jelent6s leukocita-aktivalodas jon létre, amely joggal tarthaté a patomechanizmus
iniciator faktoranak. Az aktivalt PMN-ek viszont, az altaluk termelt ROI-k révén az oxidativ
stressz allapotat hozhatjak létre in situ, a sérilt iztletben.

A patomechanizmus ezen 0sszetevojének vizsgalatat, a Pécsi Balesetsebészeti és
Kézsebészeti Klinika ambulanciajan, akut térdsériilés miatt megjelent betegek bevonasaval
végeztik el. A betegektdl az anamnézis felvételét, fizikalis és radioldgiai vizsgalatot
kovetden, a terapia részeként, steril korilmények kozott 45+15 ml haemarthrost pungaltunk a
sériilt izletbsl. A punktatumot és a Kklinikai vizsgalati protokoll részekent, a punctioval egy
idében a cubitalis véndbol levett verminta egy részét specidlis biokémiai feldolgozasnak
vetettlik ala. Az eltéré helyrdl szarmazo, identikus mintak vizsgalata sorén, az izuleti tregbdl
nyert vvt-k esetében fokozott lipidperoxidaciot és csokkent antoxidans kapacitast sikerult

kimutatni. Tekintettel arra, hogy egy adott intraarticularis kdrnyezetben a porc és a



véromlenyben talalhato erytrocytak hasonlé médon vannak kitéve az oxidativ stressz karositd
hatdsainak ugy gondoljuk, hogy eredményeink kdzvetett modon alatamasztjdk a ROIl-re
vonatkozé feltételezéseinket. Az izlleti és szisztémas eredeti vvt-k mellett, a killénbdz6
eredetii PMN-eket is 0sszehasonlitottuk, hogy a leukocyta aktivalodast koveté ROI
termelédést tovabbi bizonyitékokkal tdmasszuk ala. Western-blot analizissel igazoltuk, hogy
az izlleti Uregbdl szarmazé PMN-ek esetében fokozott p38MAP kindz aktivalodast talaltunk,
amely tobb szerzé szerint kapcsolatban all a ROS termelés fokozodasaval.

Tekintettel arra, hogy a PMN aktivalodas sordn nem csak ROI-k, hanem gyulladasos
intermedierek is nagy mennyiségben termelédnek, a megkezdett klinikai vizsgalatok tovabbi
folytatdsa sorén, arra kerestlink vélaszt, hogy a PMN aktivacio sordn milyen mértékben
valtozik meg az intraarticularis mili6 cytokin profilja. Ennek vizsgélatat ismét a Pécsi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Balesetsebészeti és Kézsebészeti
Klinikajanak segitségéevel végeztik el. Flowcytometrias mérések soran meghataroztuk az
interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 és tumor necrosis factor alfa (TNF alfa)
mennyiségét az egyes vér és punktdtum mintakban, majd statisztikai analizist végeztink.
Méreseink a gyulladasos citokinek intraarticularis szintjének szignifikans emelkedését
igazoltak. Ugyanakkor a gyulladasos folyamatok csokkentéséert felelés 1L-10 mennyiségének
csak diszkrét, statisztikailag nem szignifikans emelkedését talaltuk. Az ltaluk mért jelentsen
megemelkedett intraarticularis citokin értékek egyrészt ismételten alatdmasztjdk az akut
haemarthros pathomechanismusaban fontos, iniciator szerepet jatszo gyulladasos folyamatok
jelentésegét.

Ugy gondoljuk, hogy a kutatasi program in vitro és klinikai vonalan elért eredmények
valaszt adtak arra, hogy az egyszeri bevérzés valoban eredményezheti az izileti igy ahogyan
azt a korabbi kisérletek eredményei alapjan feltételezziik. A szignal transzdukcids folyamatok
elemzése Ujabb, kordbban még nem kozolt részleteit tarta fel a chondrocytdk ozmotikus
stresszre bekovetkez6 apoptotikus pusztulasanak, amely mas degenerativ izileti betegségek
korfolyamatanak megértéséhez is értékes informaciot nydjthat. Tovabba fény derllt arra,
hogy a patomechanizmus szempontjabdl fontosnak tartott karositd faktorok kozil, melyek
azok, amelyeknek jelentéségével szamolnunk kell a haemarthrost kdveté porckarosodasok
kialakulasanak szempontjabol, ennél fogva melyek azok a destruktiv hatasok, amelyeknek
csokkentése a terapia szempontjabol fokozott jelentéségti. A PACAP-val elvégzett kisérletek
felhivtdk a figyelmet egy olyan agensre, amely a kiilénb6z6 noxakra bekovetkezé apoptotikus

chondrocyta pusztulas kivédésében jatszhat fontos szerepet.



A Kklinikai vizsgalatok segitségével indirekt bizonyitékokat szerezhettiink arra nézve,
in situ van-e és milyen mértékii az izlleti porcot érint6 oxidativ stressz. Ennél fogva az
antioxdans terapia alkalmazésa izuletet érint6 sérulések esetén hozzajarulhat-e a mielébbi
gyogyulashoz. Az izileti bevérzést kdvetoé cytokin tulterhelés pedig meggy6z6 bizonyitékot
szolgéltatott arra nézve, hogy milyen jelentés gyulladasos folymatok indulnak meg az izlleti

ureg ben megjelend vér hatasara.



