e hatoloSetiléesel

If allikule JJJJJ_JJJU' 4o

dd
l

0
|

J
y

i Doktori
hD, L

letinorc I,

Az 0sszes porctérfogat 1-2% at kitevé cellularis
allomany {6 feladata az extra cellularis matrix
folyamatos termelése és fenntartasa.

+ Enzimek, Glucose,Proteinek, Lipid€K, Tonok, stb.

+néhany szaz fagocitiléo mononukledris sejt

*Kenés, sirlédas csokkentése
(n<0,001, P<100 atm és 1< 10¢ Hz)

*Réazkédas csillapi

Synovialis membran

*Discusok, meniscusok

Rostos iziileti tok *Rostporcos {zvdpaajkak

e[ziileti tomlék és hiivelyek

slziiletitok-feszitd izmok

fziileti szalagok

\z iztiletiinorc Il

Fibromodulin: II kollagénhez kotédik, fibrillogenezis inhibitora,
TGF-beta

Az iziileten beliil szétoszlatja a rahato eréket
*Csillapitja a razkédast
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Experimental Haemarthrosis in Rhesus Monkeys:
Morphometrie, Biochemical and Metabolic Analyses BLOOD-INDUCED JOINT DAMAGE
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Sy Th ¢ BLOOD-INDUCED JOINT DAMAGE
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Ozmotikus stressz:

N (M) : EED intracellularis jelatviteli utak
) o8 aktivalodasa 2
Urea (mg/100ml) 82 37 L P - Al
= IniEnImekeRaenonitoeyaliaisotasiokoanativak
Glucose (mg/100m) 66 70-110 ¢ 3«? i : L I
ot lpid (g100ml) o o7 - A2
aaktvAIRMNIESIEEAZIDNOKEN
Protein (/100ml) 19 677 s
Albumin (g/100ml) 12 3.27
-Globulin (¢/100ml) 024 L3 Leukocyak fol
Hyaluronate (¢/100m) 0204 42x106 ‘ aktivalodasa:
Colloid osmotic pressure 1215 3 Oxidativ
(emi,0)
Cellular components WBC: 60-375/mm’ (mainly | WBC: 43-10.8x10Ymm?
‘mononuclear phagocytes) RBC: 4.2-5.9x109mm*

7
Levick JR. Synovial Fluid it ovial Flofyin Stationary and Mos
In: Joint L Biology alth of articular Sructures.
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~ —0— TX(0.9mM)+PMN —A— FeSO/0.1mM)+PMN -
I.: Chondroc; ',I

IL: Chondrocytak + PMA + H,0, (10 M)

IIL.: Chondrocytak + PMA + Fef ()4l0.l"m\lb encia csoport
IV.: Chondrocytak + PMA + FeSO, (1.0mM)

V hondrocytik + PMA + PMNs + FeSO, (0.1mM)

VI.: Chondrocytik + PMA + PMNS'+ Erolox (0.9mM)

VIL.: Chondrocytik + PMA + PMNs+Trolox (1.3niVI)
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aleztalasek |,

haemarthrosis patomechanizmu
chondrocyta degraddciéban‘nem

z aktivalt PMN-ek

jatszhat az akut traumas haemarthros késgbbi, kivetkezményeinek
kialakulasaban.
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1. Chondrocyta izoldlds és tenyésztés, PMN:izoldlds

2. Chondrocytdk inkubdldsa 6 ordn dt
PMN-ekkel és 10*M hidrogén peroxiddal
3. Az oxidativ stressz biokémiai monitor

* A chondrocytak endogén scavenger statusanak meghatar.

(MI)M és 4

hidrox (E)-nmicnal (4-HNE) mennyi ek megha-

(Colorimetra: kit, Calbiochem; USA)

Kontroll

(n=5)

PMN-nel kezelt

110+14.28
(n=5)

kovetéen.
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MDA + 4-HNE (nmol/mg protein)

Control PMN
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¢ Kovelkantatdsek 2 Leukoeytak fokorott el aknvaluase,
2 -] -

¢ A lipidperoxidacio fokozodasa és az endogén scavenger statusz
valtozasai azt mutatjak, hogy aktivalt PMN-ek in vitro Koriilmények
kozott, képesek chondrocytiakban oxidativ karosodasok#t okozni.
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Az iziileti iiregben és a periférias vérben 1évé leukocytak és
kiilonosen a PMN-ek funkcionalis allapotanak vizsga
a chemiluminometria, a flow cytometria modszereivel.

PTE AOK Balesetsebészeti és Kézsebészeti Klinika

22 akut térdiziileti haemarthrgsban Yo

szenvedo beteg (4 né és 18 ferfi ) Distorsio *
Meniscus sériilés

Osteochondralis torés

Patella

i Lag time
(sec)

Tuberculum intercondylare

Femur condylus

*Defintiv sér zikils és R al nem tudtunk igazolni

Flow cytometria

Az iziiletbdl és a peri vérbél szairmazo mintak festése (FITC)-conjugalt

egér anti-human CD11a, CD18 and CD97 monocl8nalis antitestekkel Chemiluminometria

Periféria 0,0308+0,004

&

G5C-Height

Iziilet 0,0591320,01*
r

0,01461




Flow cytometria

Monocytak
CDl11a

Monocytak
CD18
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* Az iziiletb6l szirmazé mintak eSetén a PMN-eken

mérheté fokozott CDI18 és CD97 sejtfelszini antigén

expresszié tovabba a CD97 pozitiv leukocytak szamanak

emelkedés és a megnovekedett ROI produkcio
6en bizonyitja a leukocytdk aktivdloddsdt.

* Tekinttel arr: & korabbi synovialis elyéltoz
az egyszeri haemarthrost koveté 4. napon mutathatok ki, a
leukocyta aktivdcio mindenbizonnyal ezt megelozi.

F ¢
* Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy & lenkocytaknak, de
kiilonosen a PMN-eknek iniciator szerepiik lehet az akut
haemarthros okozta iziilétiyelvaltozasek patomechanizmu-

Vizsgalataink soran 28 (23 ferfi és
betegtdl, a sérilést kﬁvettI 12+11 6rab
elvégzett izileti punctio soran az iztileti folya
vénas vérrel hasonlitottunk 6ssze. Flow cytomet
Infl ion Kit (BD Bi USA) segitségével hataroztuk
1,IL-6, IL-8,IL-10,IL-12 és TNF-alfa mennyiségét az egyes minta
statisztikai analizist végeztiink.

L=

Mean channel fluorescence intens

LCUROLY ldk [OKOZOLL CIGILAG, dKUVelOUddd 5.

IniraasikulaksieyioKimuilie fheles
akughaemarihroshan

Szekretalodas Hatas

PMN-ek, synovialis sejtek,
Chondrocytak, monocytak

Makrofagok: IL-6, PGE2 és MMP szekrécio
fokozodik T és B lymphocytak stimulacioja.
Chondrocytak: katabolikus folyamatok
aktivalodasa, ADAMTS4 fokozott expresszitja

IL-6, IL-8 szekrécid fokozdda: hondrocytal
katabolikus folyamatok aktivalédasa, apoptozi
ADAMTS4 fokozott expresszioja

PGE2 és MMP szekrécié fokozo

B lymphocytak stimulaciéja és antitest
termelése fokozo

TNF-alfa PMN-ek, synovialis sejtek,
chondrocytak

IL-6 synovialis sejtek,
Chondrocytak, monocytak

synovialis sejtek, chondrocytak, PGE2, MMP és ROS szekrécio és leukocyta
monocytak, makrofagok kemotaxis fokozodik.

B sejtek, makrofagok

INF-y termelés és sejt m
immunfunkcidk stimula

chondrocytak, monocytak, Gatolja a tobbi citokin termelédését
makrofagok Gatolja a lymphocytak és makrofagok medialta
cellularis immunfolyamatokat
Fokozza a B-sejt proliferaciot és az antitest
termelést
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1. Chondrocyta izoldlds és tenyésztés r

2. Reverz transzkriptdz-PCR a chondrocyta
de-differencidlodds vizsgdlatdra

3. Chondrocyta viability tesztek (MTT és
viability cytotoxicity assay’’)

4. Apopto:

Jeldlésii flowcytmetridval

ometrids ,,live/dead

izsgdlat Annexin-V és propidium jodid Kkéttés

.l'
5. Western blof analizis az ERK1/2, p38MAPK; JNK1/2,
: galatara

Pro- és anti-inflammatorikus citokinek
egyensilyanak eltolodasa

Pro-inflammatorikus Antiinflammatorikus

Uzmoikus SITessz & SLIZIAITAISZUUKLIO

-
A porszovet intersticiumanak ozmolaritdsa (350-450 mOsm) terheléstél fiiggéen
véltozik, amelyhez adaptdlédott ozmoregu &ndszerrel rendelkeznek a

metabolikus

Az inFaartikularis
kornyezet kolloid
ozmotikus
duplajar né

g akadaly nélkiil
terjedhet at a matrix
intersticiumara

Milyen hatéssal van a hiperozmotiKus stressz a chondrocytak tilél

Milyen inracelluldris jelatviteli utakat aktival az ozMotikus nyomas emelkedése?
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P o/ chondrocytak

control (lving cells) 4— A
osmoic siess 400mOsm (ving cc) |
osmotic stress 600 mOsm (iving ccle) [N+

control (early apoptosis) .-«

control e apopiosis)

osmotic stress 400 mOsm early apoptosis)

osmotic stress 400 mOsm (ate apoptosis) [

osmotic stress 600 mOsm (early apoptosis) [N
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35kDa - - — .

Total Caspase-3

UTIUNEESSS

Cleaved Caspase-3

Phospho-p38

*k

control osmotic stress
Phospho-p38 MAPK
control osmotic stress
Cleaved Caspase-3

Igazoltuk, hog chondroc arosité hatast
-

fejtenek ki in vitro koriilmények kozott, amely réakciokban a vas ionoknak

korlatozott szerepe van. -

Kimutattuk, hogy a PMN eredetii ROI felelosek az oxidaiv str
kialakulasdért, az endogén védelmi rendszerek karosodasaérts és
chondrocyta DNS s séért in vitro chondrocyta teny ekb

Klinikai vizsgalata alapjan ravilagitottunk arra, hogy yta

aktivaci < eliil az aktivglt PMN-ekbdl felszabadulé ROI, ¥alamint az

intraartikularis cytokin tilterhélésnek fontos szerepe lehet az iziiletbe hatolé
pathomechnizmusab ¥

apoptoézissal pusztulnak el#’Ezt tamasztja ala, hogy
hyperozmotikus kiornyezet szimos proapoptotikus jelatviteli molekulat (J1
p38, caspase-3, ER1/2) aktiv

PERKI/AKDS s
PERK2Z/42KD0 g

Phospho-ERK1/2

control  osmotic stress
Total p42 MAPK / ERK2

control
Phospho p42 MAPK / ERK2
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PINK1/54kDa -
PINK2/46kDa e
Phospho JNK1/2
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control osmotic stress
Phospho JNK1/2
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