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Roviditések jegyvzéke

ABP — androgen-binding protein (androgénkét6 fehérje)

ACh — acetil-kolin

AD — Alzheimer’s disease (Alzheimer-kor)

ADAS — Alzheimer’s diseae Assessment Scale

ADP — adenozin-difoszfat

AMH — anti-Miillerian hormon

APOE - apolipoprotein-E

APP — amyloid prekurzor protein

ARF — ADP-ribozilal6 faktor

AB —amyloid-B peptid

BMDCs — bone marrow-derived stem cells (csontvel6i eredetii mesenchymalis Gssejtek)
BME — basement membrane extract

BMP — bone morphogenetic protein

BNO — Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasa

BPSD — behavioral and psychological symptoms of dementia

BSA — bovine serum albumine (szarvasmarha szérum albumin)
CA-125 — cancer antigen 125

CAMP — ciklikus adenozin-monofoszfat

CD - cluster of differentiation

cDNS — komplementer DNS

CDT - Clock Drawing Test (6rarajzolasi teszt)

CHT - chromohydro(per)tubatio

COCP — combined oral contraceptive pills (kombinalt oralis fogamzasgatld készitmény)
COX — ciklooxigenaz (enzim)

CREB — cAMP-response element binding protein

CT — computed tomography

D&C — dilation and curettage procedure (méhkaparas tagitassal)

DAG — diacilglicerol

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindole (4°,6-diamidino-2-fenilindol)
DIE — deep infiltrating endometriosis (mélyen infiltralé endometriosis)

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium



DNS - dezoxiribonukleinsav

E1 — estron (0sztron)

E2 — estradiol (0sztradiol)

E3 — estriol (6sztriol)

E4 — estetrol (6sztetrol)

ECM — extracelluléris matrix

ECT — ectopic endometrium (méhen kiviili /ectopids/ méhnyalkahartya)
eEPs — endometrial epithelial progenitors (endometrialis epithelialis progenitor sejtek)
eMSCs — endometrial mesenchymal stem cells (endometrialis mesenchymalis dssejtek)
EOAD - Early onset Alzheimer’s disease

ERK — Extracellular Signal-regulated Kinases

ESR — 0sztrogén receptor gén

EUT — eutopic endometrium (méhen beliili /eutopids/ méhnyalkahértya)
FSH — follikulus stimulalé hormon

GHRH — growth hormone-releasing hormone (ndvekedési hormont felszabadité hormon)
GIT — gastrointestinalis tractus (gyomor-bélrendszer)

GnRH — gonadotropin-releasing hormone (gonadotrop felszabaditd hormon)
HE — hematoxilin-eozin festés

HG-DMEM - high glucose DMEM

HSC — hysteroscopy (hysteroscopia-méhtiikr6zés)

HSCs — hematopoietic stem cells (haemopoeticus dssejtek)

HSV — herpes simplex virus

ICM — intracellularis matrix

IP3 — inozitol-trifoszfat

IUD — intrauterine decide (méhen beliili fogamzasgatlo eszkoz)

IVF — in vitro fertilisatio (in vitro mesterséges megtermékenyités)

KIR — kozponti idegrendszer

LEEP - loop electrosurgical excision procedure

LH — luteinizal6 hormon

LOAD — Late onset Alzheimer’s disease

LUNA — laparoscopic uterine nerve ablation

MAPK — Mitogen-activated protein kinase

MMSE — Mini Mental State Examination

MRI — magnetic resonance imaging (magneses rezonanacia képalkotas)
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MRNS — messenger (hirvivd) RNS

NFW — nuclease-free water (nukledzmentes viz)

NINCDS-ARDA — National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke és az Alzheimer's Disease and Related Disorders Association
NK - natural Killer sejtek

NMDA — N-methyl-D-aspartate (N-metil-D-aszpartat)

NSAID — nonsteroidal anti-inflammatory drugs (nem-szteroid gyulladascsokkentd
készitmények)

Oct4 — octamer-binding transcription factor 4

OMA — ovarian endometrioma (ovarialis /petefészek/ endometriosis)
P4 — progesterone (progeszteron)

PACAP — pituitary adenylate-cyclase-activating polypeptide (hypophysis adenilat-ciklaz
aktivalo polipeptid)

PACAP KO — PACAP knock out (PACAP génkiiitétt)

PACE4 — paired basic amino acid-cleaving enzyme 4

PAM - peptidyl glycine a-amidating monooxygenase

PBS - phosphate-buffered saline

PBST — Tween20 tartalmu PBS

PCR — polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)

PET — positron emission tomography (pozitron emisszios képalkotas)
PKA — protein kinaz A

PKC — potein kindz C

PLC — foszfolipaz C

PLD — foszfolipaz D

PP2A — protein foszfatdz 2A

PRL — prolaktin

PRP — PACAP-related peptide

PSENL1 — presenilin-1

PSEN2 — presenlilin-2

PSN — presacral neurectomy

RIPA — radioimmunoprecipitation assay buffer

RNS — ribonukleinsav

RT-PCR - reverse transcription PCR (reverz transzkripcios PCR)

Sox2 - sex determining region Y-box 2



SP —side population sejtek

SPE — superficial peritoneal endometriosis (felszines hashértya endometriosis)
SPRMs — szelektiv progeszteron receptor modulatorok

SRY - sex-determining region Y protein

3-hCG — B-human chorion gonadotropin

TAD — trained AD (aktiv mozgast végzd AD egyedek)

TCRE — transcervical resection of the endometrium

TDF — testis determing factor

TGF-B — transforming growth factor beta

TRS — transrectalis sonographia (végbél ultrahang)

TVS — transvaginalis sonographia (hiivelyi ultrahang)

UH — ultrahang

URM — utols6 rendes menstruacid

VEGEF - vascular endothelial growth factor (vascularis endothelialis novekedési faktor)
VIP — vasointestinalis peptid

WB — Western blot

WT — wild type (vad tipusu egyedek)



Osszefoglalas

A PACAP egy olyan neuropeptid, amely a kozponti idegrendszeren kiviil szamos
periférias szovet élettani folyamatainal jelentdséggel bir, koztiik a reproduktiv szervekben is.
Bizonyos hatarértékig védi a szoveteket az oxidativ folyamatok karosito hatasatol. E destruktiv
folyamatok a jelen dolgozatban tanulmanyozott Alzheimer-korban és az endometriosisban is
szerepet jatszanak a korképek kialakulasa soran.

Kisérleteinknél célunk volt a PACAP nemi szervek mitkddésében betoltott szerepérol
szerzett tudast bdviteni. A kutatds harom témarészbdl all: a neuropeptid jelatvitelének
vizsgalata Alzheiemer-kort modellez0 egerek heréiben, a mitétileg kinyerhetd
méhnyalkahértya molekuléris kisérletekbe valé bevonasa problémainak ismertetése, valamint
a PACAP altal 1étrehozott mRNS expresszids valtozasok feltdrasa huméan endometrium ¢és
endometriosis mintakban.

A him gonddokat PCR, Western blot, immunhisztokémiai és szdvettani festési
eljarasokkal tanulmédnyoztuk. A méhnyalkahartya mintdk alkalmasséagat klinikai retrospektiv
vizsgalattal tartuk fel. Az eutopias és ectopias endometrioid szoveteket egy altalunk kidolgozott
szOvettenyésztési modszer segitségével tartottuk fenn és kezeltikk az RT-PCR vizsgalatok
elvégzése elott.

A PACAP jelatvitel a neurodegenerativ korképben hasonlé modon karosodik a herében,
mint az agy esetében. A neuropeptid szignalizacio valtozasai hozzdjarulhatnak a him gonadban
megfigyelhetd mikroszkopikus eltérésekhez. A méhnyalkahartya-mintdk alapkutatasokban
valo alkalmazhatosaganak esélyét fokozza egy altalunk felallitott, bevonasi és kizarasi
feltételeken alapulo Klinikai kritériumrendszer. Az endometrium és endometriosis mintakban
ellentétes mRNS expresszids valtozasok detektalhatok a PACAP ndi nemi hormonokkal egyiitt
torténd adagoldsa mellett.

A neuropeptid jelatvitelének tanulmanyozasa bizonyitékul szolgal arra, hogy
Alzheimer-korban az agytdl eltér6 szervben is vizsgalhatok a korképben megfigyelhetd
szignalizacios eltérések. A PACAP adagolas altal 1étrehozott valtozasokkal feltartuk, hogy
alapveto kiilonbségek lehetnek az ép és a koros endometrioid szovetek molekularis folyamatai
kozott. A kiilonbozd korallapotok vizsgéalatanal elengedhetetlen a megfelelé modell, illetve

szovet kivalasztasa.

Targyszavak: PACAP, TGF-B, Alzheimer-kor, here, endometriosis, endometrium,

szOvettenyésztés



|. Bevezetés
I.1. A PACAP és jelatvitele, élettani és korélettani hatdasai

A PACAP — azaz a hypophysis adenilat-ciklaz aktivalé polypeptid — egy olyan
neuropeptid, amelyet eldszor 1989-ben extrahéltak birka hypothalamusbol. Azota tobb ezer
publikaciéban szamoltak be a molekulaval, receptoraival ¢és hatasaival kapcsolatos
felfedezésekrol. A PACAP-ot tobb fajban (koztiik a jelen dolgozatban vizsgélt emberben és
egérben) is vizsgaltdk, illetve a kozponti idegrendszeren (KIR) kiviil szamos periférids
szovetben igazoltak a jelenlétét (Vaudry és mesai, 2000). A neuropeptid a VIP- secretin-GHRH-
glucagon szupercsalad tagja, a VIP-del szekvencidja 67%-0S egyezést mutat. A gerinces
fajokban a bioldgiailag aktiv N-termindlisa (27 aminosav) jol konzervalodott az evolicio soran.
A PACAP prepro-protein forméja a DNS egy nagyobb méretli, 167 aminosavat kodolo génjérdl
expresszalodik. A fehérjérdl kiillonboz6 enzimek hasitjak ki a biologiailag aktiv izoformakat.
Ilyen enzimek a prohormon-konvertazok (PC1,2,4,5,7), a furin, a PACE4 (paired basic amino
acid-cleaving enzyme 4) és a PAM (peptidyl glycine a-amidating monooxygenase). A
preproforma hasitasabol igy végeredményképp két végtermék képzdodik: egy aktiv izoforma ¢és
a PRP (PACAP-related peptide). A bioldgiailag aktiv izoformak koziil ketté ismert, amelyeknél
a szamok a peptid aminosav szamat jelzik: a PACAP38 és a PACAP27. Utobbi a 38 aminosav
hosszsagu peptid C-terminalisanak hasitasabol képzodik (Vaudry és mtsai, 2009). Bar mindkét
izoforma megtalalhato a szovetekben, a PACAP38 joval nagyobb mennyiségben képzddik (Lu
és mtsai, 2022). A human prepro-PACAP gén (ADCYAPI1 gén) a 18-as kromoszéma pll
koztiik érdekességképpen emlitést érdemel a dexametazon, a progeszteron és maga a PACAP
is. A gén 6t exonbdl all, a PRP-t a 4; a PACAP-ot az 5. kddolja (Vaudry és mtsai, 2009).

A neuropeptidet koto receptorok koziil harmat azonositottak. Ezek a PAC1, a VPAC1
¢s a VPAC2 receptorok. A PACAP és VIP szekvencialis hasonldsaga miatt mindharom receptor
képes a két peptid kotésére, azonban a PACIR a PACAP-ot joval nagyobb affinitassal,
specifikusan koti, mig a masik kettd receptor esetén a kotésaftinitas azonos (Vaudry és mtsai,
2009). A human szovetekben a PACIR a 7-es kromoszéma p15 régidjaban, a VPACIR a 3-as
lokalizalhaté (Vaudry és mtsai, 2000). A PACAP-k6té6 receptorok dontd tobbségben
transzmembran Gs-proteinekhez kapcsolodnak, ritkabban azonban Gi és Gg11 proteinekhez is.
Utobbi jelentdsége, hogy a foszfolipaz-C (PLC) aktivalassal serkentheti a foszfatidil-inozitol-

bifoszfatbol valo diacilglicerol (DAG) és inozitol-trifoszfat (IP3) intracellularis felszabaduléasat.



A DAG 4ltal igy aktivalodhat a foszfokindz C (PKC) jelatviteli ut, mig az IPs altal Ca®*
szabadulhat fel az endoplazmatikus retikulumbol (Lu és mtsai, 2022). A PACAP (Gs-protein
kapcsolt) receptorhoz vald kotddése hatasara elinduld kanonikus jelatviteli kaszkad a cAMP
kozvetitette szignalizacio. Az ily médon aktivalodo protein kindaz A (PKA) tobb transzkripcios
expresszidjat eredményezheti (1. abra). A PACAP fokozhatja mas receptorok (pl.. NMDA-
receptor) és mas jelatviteli utak aktivitasat is (pl.: MAPK, koztiik az ERK aktivitasat). Tovabba,
a neuropeptid szamos szignalizacids utat befolyasol crosstalk mechanizmus segitségével.
Ilyenek a BMP, a Notch, a Hedgehog és a TGFB-jelatviteli utak (Juhdsz és mtsai, 2015).
Erdekességképpen megemlitendd, hogy a PACAP aktivalhat nem G-protein kapcsolt
folyamatokat is, ilyen az ADP-ribozilalé faktor (ARF) altali foszfolipaz-D (PLD) aktivacio (Lu
és mtsai, 2022).

korélettani hatasairdl foként sejtvonalak tanulmanyozasabol és allatkisérletekbdl (dominaléan

egereken és patkanyokon végzett kisérletekbdl) nyerheték informaciok, azonban human

crer

crer

a human szovetek kisérletes tanulmanyozasa sok esetben komoly etikai akadalyokba titkozik.
A kozponti idegrendszerben a PACAP legnagyobb mennyiségben a hypothalamusban, mig a
periférias szovetek koziil a legnagyobb mennyiségben a herében expresszalodik (Hirabayashi
és mtsai, 2018; Reglddi és mtsai, 2018 a). A neuropeptid kétféleképpen lehet jelen és hathat a
sejtekre: vagy maga az agyteriilet, illetve a periférids szdvet expresszalja, vagy egy masik
agyteriiletet afferentald idegsejt, illetve az adott szdvetet ellatd ideg neuronvégzdédéseibdl
szabadul fel. A PACAP-k6t6 receptorok esetében az adott agyteriilet, illetve periférias szovet
expresszalhatja mindharom féle receptort, de az is eléfordul, hogy csak kettdt vagy egyet.
Vaudry és munkatarsai PACAP kutatdsban etalonnak szamité 2009-es publikacidjaban
részletesen lathatd, melyek azok az agyteriiletek és periférias szovetek, ahol a PACAP ¢és

receptorai expresszalodnak (Vaudry és mtsai, 2009).

10



)
m/

( TRANSZKRICPCIOS FAKTOR | (ST 0T
A

SEJITMAG ¥
[ 1 DNS

1. dbra
A PACAP kanonikus jelatviteli utvonala: a neuropeptid G-protein kapcsolt receptorhoz valo
kotodeése hatasdra aktivalodik a PKA kozvetitette szignalizdacio, amely szamos gén
transzkripciojat eredményezheti. (Sajat készitésii abra).

Tobb publikacid Osszevetésébol megallapithatd, hogy a neuropeptid els6sorban
idegsejtek, simaizmok, valamint endokrin és exokrin mirigyek miikodésében bir jelentdséggel,
azonban egyéb hameredetli szovetek (pl.: gonadok és vese), és egyéb mesenchymalis eredetli
szovetek (pl.: porc-, és csontszdvet) €lettani folyamataira is hatassal van (76th és mtsai, 2020).
A PACAP fiziologias szerepére a szovetekhez adagolt neuropeptid hatasaibol, a kiilonb6zo
korfolyamatokban megfigyelt jelatviteli valtozasaibol, valamint a hianyabol (PACAP-KO és
PACAP-receptor KO modellek) lehet kovetkeztetni (Vaudry és mtsai, 2009). A PACAP
szovetekben betoltott altalanos jelentdsége a sejtvédelem (cytoprotectio), azaz a szdveteket
karosité folyamatok ellenében hat (Ohtaki és mtsai, 2010). Ezt az antiapoptotikus, anti-
inflammatorikus és antioxidans tulajdonsaganak koszonheti. A kiilonbozé publikaciok
tanulmanyozasabol feltételezhetd, hogy a PACAP szerepe azokban az élettani és koros
folyamatokban jelentds, ahol a fokozottabb anyagcsere miatt megndvekednek a szoveteket érd
stresszhatasok (pl.: fokozottabb oxidativ stressz). Fontos megemliteni tovabba, hogy az ¢életkor
elérehaladtdval csokken a neuropeptid mennyisége a szervezetben, igy az Oregedés
folyamataiban a PACARP is részt vesz (Reglddi és mtsai, 2018 b).

Tekintettel arra, hogy a tobb ezer PACAP kutatast fellelé publikacié ismeretanyaga

meghaladja e dolgozat kereteit, a kovetkezOkben a neuropeptid kiilonb6z6 szervekben betoltott
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fontosabb szerepe keriil emlitésre, a teljesség igénye nélkiil. A PACAP a GnRH-val szinergista
moédon eldsegiti a luteinizdldé hormon (LH) és a follikulus stimuldld hormon (FSH)
felszabadulasat, igy kozvetetten is hatdssal van a fertilitds folyamatainak szabdlyozasara.
Szintén az agyalapi mirigyben fokozza a prolaktin (PRL) gén expresszidjat, illetve a hormon
felszabadulasat is, igy részt vesz a tejelvalasztas mechanizmusaiban (Oride és mtsai, 2018).
Tekintve, hogy a neuropeptid igen nagy mennyiségben expresszalodik a limbikus rendszer (pl.:
amygdala, hippocampus, prefrontalis kéreg, stb.) teriiletein, feltételezik, illetve tobb
allatkisérlet eredményébdl is arra kovetkeztetnek, hogy a PACAP-nak szerepe van bizonyos
érzelmi reakciok, stresszre adott valaszreakcidk, a tanulds és a memoria szabalyozasaban is
(Boucher és mtsai, 2021). A cirkadian ritmicitds mechanizmusainak befolyasolasaban is
igazoltak a neuropeptid jelent6ségét. A PACAP expresszidja a KIR-ben igen fokozott az
embrionalis fejlddés soran is, igy szerepe az idegsejtek differencidlodéasa soran esszencidlis
(Vaudry és mtsai, 2009). Ismert, hogy a neuropeptid jelenléte bizonyos hatarértékig kivédi az
ischaemias ¢és traumas idegrendszerei sériillések karos hatasait, valamint szédmos
neurodegenerativ korkép (pl.: Alzheimer-kor, Parkinson-kor, Huntington-koér és amyotropids
lateralsclerosis) progresszidjat csokkenti, illetve ezen betegségek tiineteit mérsékeli (Reglddi és
mtsai, 2018 c). Simaizom relaxald hatasa miatt azonban migrénben rohamot provokalhat, igy
fokozva annak frekvenciajat (Lu és mtsai, 2022). A PACAP érzékszervekben bizonyitott
jelentéseégét adja, hogy védelmezi a szaruhartyat (cornea) a hyperkeratinizaciot okozd
hatasoktol, illetve hasonldan protektiv mddon hat az ideghartyat (retina) ér6 karosito hatasokkal
szemben (pl.: glaucoma, diabetogén és hypertonias retinopathiak) (Patko és mtsai, 2022).
Hasonlé modon védi a belsé fiilet a karositd ototoxikus hatasokkal szemben (Tamds és mtsai,
2012).

A PACAP eldsegiti a kiils6 elvalasztast mirigyek szekrétumtermelddését, a konny- és
nyalmirigyek nyaltermelését is. Igy protektiv szereppel bir a szem- és szajszarazsagot okozo
korképekkel szemben. A PACAP védelmezd szerepe megnyilvanul a cardiorespiratoricus
korképekben (pl.: szivelégtelenség, simaizom relaxdns hatasa miatt enyhitheti az allergias
asthma tiineteit), illetve a szivet, a tiid6t és a veséket éré oxidativ €s toxikus hatasokkal (pl.:
cigaretta, kemoterapias szerek cytotoxicitasa) szemben is. Hasonlé protektiv szereppel bir a
majat éré karositdo agensekkel szemben (70th és mtsai, 2020). A PACAP szinte az egész

gyomor-bélhuzamban (GIT) — koztiik az enteralis idegrendszerben is — kimutathato. Eppen

crcr

hasnyalmirigyben (pancreas) betoltott szerepe. A neuropeptid az emlitett zsigerben fokozza

12



crcer

termel6dését, valamint a glucagon és az inzulin felszabadulasat (Karpiesiuk és mtsai, 2021). A
hypophysis és a pancreas emlitett hormonjai mellett, a PACAP a pajzsmirigyben fokozza a
thyroid hormonok felszabadulasat is (Vaudry és mtsai, 2000).

A neuropeptid jelatvitelét a vazrendszer miikodésében is vizsgaltuk. A PACAP-nak
szerepe van a csontok, fogak és porcszovetek fejlodése soran, hianyaban szignifikans
valtozasok figyelhetok meg e mesenchymalis eredetli szovetek felépitésében (Szentléleky és
mtsai, 2019). Ezen feliil, a peptid védi a porcszovetet az oxidativ és koros mechanikai
er6hatasok ellen, valamint a csontgydgyulasban (callusképz6dés) is jelentdséggel bir (Jozsa és
mtsai, 2021).

A reproduktiv szervek mikodésében a PACAP szerepe nélkiilozhetetlen. A
petefészekben (ovarium) részt vesz ndi reprodukcios ciklus finomhangolt szabalyozasdban:
jelentds a folliculogenesis, illetve a peteérés, az ovulatio, a sargatest (corpus luteum)
szabalyozasahoz hozzéjarul a korabban emlitett FSH és LH felszabadulas serkentése is. A
PACAP-ot a méh simaizomzataban is kimutattdk, valamint a placenta formalodasara ¢€s
folyamataira is hatassal van (Koppdn és mtsai, 2022). A periférias szovetek koziil a neuropeptid
a legnagyobb mennyiségben a herében termelddik, a him gonad kialakuldsdban ¢&s
mikodésében betoltott szerepe megkérddjelezhetetlen. A PACAP-ot a here szinte minden
sejttipusa expresszalja, még a himivarsejtek acrosomdjéban is kimutathatdé. A neuropeptid
esszencialis a him gonad embrionalis és pubertaskori fejlédése soran, a Sertoli és Leydig sejtek,
valamint az FSH és LH felszabaditasa révén kozvetleniil és kozvetetten is részt vesz a
himivarsejtek képzés (spermatogenezis) folyamataiban, tovabba segit fenntartani a vér-here
barrier intakt allapotat (Vaudry és mtsai, 2009, Li és mtsai; 2003, Reglddi és mtsai, 2018 a). A
PACAP hidnya nem csokkenti koros mértékben a fertilitdst, ugyanakkor sériil a
spermatogenezis folyamata, a vér-here gat karosodik, illetve morfologiai anomalidk figyelhetok
meg a spermiumok alakjaban is (Reglddi és mtsai, 2018 a).

Erdekességképpen megemlitendd, hogy a neuropeptidet kiilonb6z6 szekrétumokban is
kimutattak, koztiik a magzatvizben és az anyatejben is, habar az emlitett folyadékokban szerepe
még nem tisztazott (Koppan és mtsai, 2022). A PACAP elébbiekben, nagyvonalakban felsorolt
jotékony és protektiv hatasan kiviil sajnos karos hatasai is vannak. Antiapoptotikus szerepe

miatt eldsegiti bizonyos tumoros szovetek ¢és daganatos sejtvonalak fennmaradésat és

crer
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A PACAP, mint farmakon, az emlitett elony0s, protektiv hatasai miatt idealis jeloltnek
bizonyulna a kiilonb6z6 betegségek kezelésében. Tudni érdemes azonban, hogy a neuropeptid
véraramban mért féléletideje igen rovid, 2-10 percben mérhetd. Ez a gyors bomlés a
véraramban 1év0 protedz enzimeknek koszonhetd. Az egyik kiemelten fontos proteaz a DPP4,
mely mint altalanosan jelen 1évé protedz, viszonylag gyorsan eliminalja a neurpopetidet a
szovetekbOl (Vaudry és mtsai, 2009). A PACAP lokalis adagolasa tobb szdvet esetében is
problémékat vetne fel. Rdadasul az agyvelonél (ahol rengeteg elényds hatdsa lenne) probléma,
hogy a PACAP nem penetral a vér-agy gaton. A neuropeptid receptorain hatd agonistak
azonositasara ¢€s kifejlesztésére a receptorok strukturalis tulajdonsagait igyekeznek felderiteni.
Ezek az agonistdk potencialis hatéanyagok lehetnek a jovoben a kiilonbozé korképek
kezelésénél (Lu és mtsai, 2022). Jelenleg az egyetlen igéretesnek bizonyuld készitmény a
PACAP 1-38 tartalma szemcsepp, amelyben a peptid szerkezete stabil marad. Tekintve, hogy
a neuropeptid képes athatolni a szem barrier rétegein, a késObbiekben ez a gydgyszerforma
hasznos lehet a cornealis korképek és kiilonb6z6 retinopathiak kezelésében (Kovdcs és mtsai,
2021). Erdekességképpen megemlitendé tovabba, hogy a PACAP potencialis, igéretes
biomarkernek bizonyul a szivelégtelenség progresszidja soran (Sdarszegi és mtsai, 2019).
Megemlitendd tovabbd, hogy a migrén kezelésében fontos eldrelépést jelent olyan klinikai II-
es fazisban 1évd PACAP receptorgatlok alkalmazasa, amelyek a neuropeptid hatasainak

kialakulasat hivatottak ellenstulyozni.
1.2. A kutatds sordn vizsgalt szovetek: a here

A here az allatvilagban a him egyedek himivarsejt-képzéséért és androgén hormonok
felszabaditasaért felelds paros szerv. El6bbi a reprodukcids képességet, utobbi a szexudlis
magatartas fenntartasat, a spermiumok képzesét, illetve bizonyos fajoknal (koztiik az embernél)
a masodlagos nemi jellegek kialakitasat biztositja. Jelen tudasunk szerint, az emldsok (koztiik
a jelen dolgozatban vizsgalt két faj: az egér és az ember) esetében a him gonad embrionalis
fejléddésében, szovettani felépitésében és ¢€lettani mikodésében érdemben nincsenek nagy
kiilonbségek (Mdkeld és mtsai, 2019).

A here (testis) a legtobb emlds esetében a herezacskoban (scrotum) foglal helyet. A
gonadot egy erds kotdszovetes réteg burkolja: a tunica albuginea. Errdl sévények huzodnak
(septulum testis) a here allomanyaba, amelyek kisebb rekeszekre (kompartment) osztjak azt. A
kompartmenteket a herecsatornacskak (tubuli seminiferi) t6ltik ki, amelyeknek a szama a
kiilonb6z6 fajokban eltér egymastol. Ezek a csatorndk egy halozat-szerii struktira, a rete testis

segitségével allnak 0Osszekottetésben a mellékhere (epididymis) csatorngjaval (ductus
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epididymidis). A here érellatasa, beidegzése és nyirokelvezetése a szerv hatso polusan keresztiil
valésul meg, ahol az ellato képletek a here kozponti részébe 1épnek: ez a mediastinum testis. A
vascularis képletek a szovetkdzi dallomanyban (interstitium) haladva taplaljak a
herecsatonacskakat (Trainer, 1987).

A herét kétféle sejttipus €piti fel: a csirasejtek és a tamogatd somaticus sejtek. E10bbihez
tartoznak a spermatogoniumok, utobbihoz a dajkasejtek (Sertoli-sejtek), az interstitialis sejtek
(Leydig-sejtek), a peritubularis sejtek (myoid sejtek) és az ellatod képletek sejtjei (pl.: az erek
endothel sejtjei) (Rotgers és mtsai, 2018). Altalanos érvényii szabaly, hogy a here kifejlodése
nem fligg a csirasejtekt6l, azonban a csirasejtek himivarsejtképzése szorosan fiigg a somaticus
sejtektdl (Mdkeld és mtsai, 2019). Nem mindegyik sejtféleség fejlodéstani eredete tisztazott
teljes mértékben. Az embri6 harom csiralemeze (ectoderma, mesoderma, endoderma) koziil a
mesoderma intermedier részébdl differencialodik az dsvese (mesonephros), amely egy hammal
(coelomaham) boritott gonadalis redét (crista gonadalis), és az annak vazat alkoto
mesenchymaba agyazottan a kivalasztd csatornakat és a ductus mesonephricust (Wolff-cso)
alakitja ki (Satoh, 1991). Utobbi mellé fiizédik le a felszini hambdl a ductus paramesonephricus
(Miiller-cs6) (Habiba és mtsai, 2020). Az XY kromoszomaval rendelkezé (genetikailag him)
egyedek embridiban az indifferens allapotban 1évé gonadtelep az Y-kromoszoma SRY-
kialakitasanak iranyaba (Larney, 2014). A here fejlédése kezdetén a coeloma epithelium
membrana basalis integritisa megszlinik, igy a hamsejtek lefiizddnek a gonadalis redd
mesenhymajaba, ahol kotegeket, illetve azok kozott interstitiumot hoznak létre (2. dbra). A
coelomaham kétféle f6 somaticus sejtpopulaciot hoz 1étre: egy dajkasejt és egy interstitialis
progenitor sejtcsoportot. Az elébbibdl pre-Sertoli-sejtek, az utdbbibdl szteroidogén foetalis

Leydig-sejtek és non-szteroidogén felnétt Leydig-sejtek differencialddnak.
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paraxialis mesoderma

intermedier mesoderma oldallemez mesoderma (splanchnicus/visceralis lemez)

ductus mesonephricus (Wolff)
oldallemez mesoderma

(somaticus/parietalis lemez) terium dorsal
mesenterium dorsale

crista gonadalis

gonadtelep
ductus paramesonephricus
(Miiller)
mesonephros
mesenchyma

metanephros coelomaham

utobél

2. abra
Az embrio caudalis része atmetszve a gonadtelep magassagaban. Az embrionalis testiireg
mellso fala eltavolitva. A here a genitalis redoé (crista gonadalis) gonadtelepének
magassagaban kezd el fejlodni. Széveti felépitése kialakitasaban részt vesznek a mesonephros
coelomahamjabdl, ill. mesenchymajabdl differencialodo sejtek, valamint a mesenterium
dorsale mentén vandorlo csirasejtek is. (Sajat készitésii abra).

Foetalis Leydig-sejtek a gonadalis red6be vandorlé mesonephros sejtekbdl is szarmazhatnak,
azonban a migralé sejtekb6l dominaldéan vascularis szovetek differencidlédnak az
interstitiumban. A SRY -aktivalodas hatasara az egyik legfobb transzkripcios faktor, amelynek
expresszidja fokozodik, a Sox9. Ennek hatasara differencialodnak a pre-Sertoli sejtek, amelyek
anti-Miillerian hormont (AMH) termelnek. Az AMH hatasara a Miiller-cs6 visszafejlodik a
himivarti embridban. A csirasejtek forrdsa a gonadalis reddn kiviil talalhatd. Az embridpajzs
caudalis részén az epiblastbol primordialis csirasejtek differencidlodnak, amelyek az utobél
mentén, a mesenterium dorsalén at a gonadalis redékbe vandorolnak, ahol a pre-Sertoli
sejtekkel egyiitt kialakitjak a herekotegeket. Amint a kotegek 1étrejonnek a pre-Sertoli sejtek
foetalis Sertoli-sejtekké differencialodnak, majd polarizalodo epithelialis sejtekké, érett Sertoli-
sejtekké alakulnak. A primordialis csirasejtek gonocytdkkd, majd spermatogoniumokka
differencialonak. A foetalis Leydig-sejtek differenidlodasa a Sertoli-sejtektdl fiigg. Ezek a
szteroidogén sejtek dominaldéan androsztendiont termelnek, amelyet a Sertoli-sejtek
hidroxiszteroid-17B-dehidrogenaz-3  enzimaktivitasuknak koszonhetden —tesztoszteronna
alakitanak. A foetalis Leydig-sejtek LH-fliggelten hormontermelése nélkiilozhetetlen a Wolff-

csO szarmazékainak stabilizalasahoz és a him kiils6 nemi szervek kialakitdsdhoz. A sziiletést
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kovetden a foetalis-Leydig sejtek involutidja kovetkezik be, és a felnétt Leydig-sejtek lesznek
felelosek a serdiilokorban az LH-fliggd szteroidhormon termeléséért. A peritubularis myoid
sejtek forrdsa a mai napig ismeretlen, feltételezhetben a mesonephros altal képzett
mesenhymabol differencidlédnak. A herekotegek kialakuldsa utdn a gonad €s a coelomaham
kozott egy tomor kotészovetes réteg, a tunica albuginea alakul Ki (Rotgers és mtsai, 2018;
Mikeld és mtsai, 2019). A legtobb himivari emlds magzatban a here a hasiiregbdl a scrotumba
szall le. Ennek a folyamatnak két fazisa van: a transabdominalis és az inguinoscrotalis fazis.
Elobbinél a gonad a jovobeni lagyékcsatorna hasiiregi nyilasanak magassagaba vandorol le,
mig utébbindl a lagyékcsatornan at a herezacskoba szall le. Az embernél az inguinosacralis
fazis a terhesség 25. és 35. hete kozott, mig a ragesaloknal a sziiletés utan kovetkezik be. A
gonad leszallasat egy mesenchymalis eredetli, kotészovetes struktira, a gubernaculum testis
segiti (Mdkeld és mtsai, 2019).

A here szovettani allomanyat a herecsatornacskak és az interstitium adja (3. dbra).
Utobbi a tubulusok kozotti teret tolti ki. A herecsatornacskak vazat az epithelialis sejtek altal
termelt lamina basalis adja (Trainer, 1987). Ennek a rétegnek a f6 fehérjekomponense a IV-es
tipust kollagén (Reglddi és mtsai, 2018 a). A lamina basalison nyugszanak a Sertoli-sejtek és
a spermatogonium sejtek (Nishimura és mtsai, 2017). Az egymassal szomszédos Sertoli-sejtek
kozti tavolsagot azok oldalnyulvanyai hidaljak at. Ezek kozott tight junction segitségével szoros
kapcsolokomplexusok jonnek 1étre (Griswold, 1998). Emiatt a herecsatornacskakon beliil két
kompartment alakul ki: a lamina basalishoz kozelebbi basalis, illetve a tubulus lumenéhez
kozelebbi adluminaris rekeszek. Elébbiben a spermatogonia foglal helyet, utobbiban a
spermatocytak és a spermatiddk. A Sertoli-sejtek mikroszkopikusan nagyméretii, hengeres
alakt sejtek, melyeknek alapja a lamina basalison nyugszik és a tubulusok lumenéig atérik a
csatornacskak sejtrétegvastagsagat. A dajkasejtek cytoplasma alakja haloszert, tekintve, hogy
korbedleli a csirasejteket és a beldliik differencidlodott sejteket, valamint lipid vacuolumokat
¢s eosinophil granulumokat tartalmazhat. A sejtmag a sejt basalisabb részéhez kozelebb
talalhatd, szabalytalan alaku és vezikularis kromatindllomanyt, valamint prominens nucleolust
tartalmaz. A spermatogonia kerekded sejtek, amelyek kapcsolatban allnak a lamina basalissal
és a basalis kompartmentben foglalnak helyet. A sejtmagjuk denz ¢és homogén
kromatinallomanyt tartalmaz, jellegzetes nucleolusszal. A primer és secunder spermatocytak az
adluminaris kompartmentben foglalnak helyet. A primer spermatocytak a differencialodas
eldrehaladtaval valtozé morfologiat mutatnak a kiilonb6z6 fejlédési allapotokban (preleptotén,
leptotén, zygotén, pachytén és diplotén fazisok). A kromatin szerkezete a finom fonalas és

gyongyfiizérszerli mintdzattol egyre durvabba valik. A secunder spermatocytdk a lumenhez
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kozelebb taldlhatok és sejtmagjuk kromatinja finomabb szerkezetli, granularis jellegli. A
spermatidak magi granuldcidja durvabb, és megfigyelhet6k rajtuk a spermiumokra jellemzd
morfologia kezdetleges vonasai (pl.: az acrosoma megjelenése) (Trainer, 1987). A spermiumok
a lumen folyadékterében helyezkednek el és igen jellegzetes morfologidjuk van: feji, nyaki
(kozépdarabi) és farok részeket tartalmaznak. A feji részben egy erésen kondenzalodott mag és
egy specialis lysosoma, az acrosoma, mig a kézépdarabban a mitochondrium helyezkedik el
(Dcunha és mtsai, 2022). A here interstitiuma két alegységre oszthato: a peritubularis és az
intertubularis régiokra. ElObbiben foglalnak helyet a simaizom tulajdonsadgokkal biro,
Osszehuzodasra képes peritubularis sejtek, amelyek k6zds, perisztaltikus 6sszehtizodasai segitik
a tubularis folyadékban elhelyezkedé himivarsejteket a mellékhere csatornaja felé terelni. Az
intertubularis részben pedig a Leydig-sejtek foglalnak helyet. Ezek a sejtek kerek, vesicularis
szerkezeti sejtmagot tartalmaznak, egy vagy két, excentrikusan elhelyezked6 nucleolusszal.

Cytoplasmajuk eosinophil és fertilis korban lipidpigmentekben gazdag (Trainer, 1987).

3. abra

A here szovettani felépitése. A lamina basalison (sététkék nyil) nyugvo Sertoli-sejtek (1)
kapcsolokomplexusai (piros nyil) két térséget valasztanak el egymastol: a herecsatorndcskak
lumenéhez (*) kozelebbi adluminaris és az interstitiumhoz (**) kozelebbi basalis
kompartmentet. El6bbiben a spermatogonia (2), utobbiban a spermatocytak (3) és a
spermatidak (4) foglalnak helyet. A spermatogenezis végén haploid génallomannyal
rendelkezd spermiumok (5) jonnek létre. Védelmiikre szolgal a vér-here gat, amelyet a Sertoli-
sejtek kapcsolokomplexusa, a lamina basalis és a peritubularis sejtek (7) hoznak létre. A
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Leydig-sejtek (6) az androgén hormonok termeléséért felelnek, melyek a herét ellato
kapillarisok (8) mellett szintén az interstitiumban helyezkednek el. (Sajat készitésii dbra).

A reprodukcio szempontjabol fontos himivarsejtképzés folyamata a spermatogenezis,
melynek soran a diploid DNS allomanyt spermatogoniabdl haploid spermiumok keletkeznek
(Nishimura és mtsai, 2017). A folyamat a fertilis korban a hypthalamus-hypohysis-gonad
hormonalis tengely befolyésa alatt all. A hypothalamusban pulzatilisen GnRH szabadul fel,
melynek hatdsara az adenohypophysisben FSH ¢és LH szabadul fel. ElIébbi domindléan a
Sertoli-sejtek receptorain hat, utobbi foként a Leydig-sejtek receptorain. Az interstitialis sejtek
androgén hormonokat (tesztoszteront €s androsztendiont) szabaditanak fel. A Sertoli-sejtek és
kozvetetten a Leydig-sejtek is nélkiilozhetetlenek a spermatogonia differencidlodasaért
(Kretser és mtsai, 1998). Az interstitialis sejtek altal felszabaditott tesztoszteron nagy részét a
dajkasejtek androgénkotd fehérjéje (ABP: androgen-binding protein) nagy affinitassal koti meg
(Hagends és misai, 1975). igy a vérszérumban detektalhatd androgén hormon mennyisége
csupan elhanyagolhat6 toredéke a here allomanyaban detektalhatoénak, ugyanakkor béségesen
elegendé a pubertast kovetden a masodlagos him nemi jellegek kialakitasahoz (Jarow és mtsai,
2005). A herecsatornak basalis kompartmentjében kétféle spermatogonia foglal helyet: az A és
a B tipusu spermatogonia. A testi sejtekével megegyezé DNS allomanyt, diploid A tipusu
spermatogonia mitotikus osztodasok révén kolonidkat hoz létre, majd az utols6 osztdédasnal
létrejon a B tipust spermatogonia, amely elkotelezodik a meiotikus osztodas iranyaba. A
tetraploid primer spermatocytak a B tipusu spermatogonia osztodasabol jonnek 1étre. Ezek a
meidzis I fazisat kovetden diploid secunder spermatocytdkkd osztodnak. A mésodlagos sejtek
osztodasabol pedig, a meiodzis 11 fazisat kovetden, haploid allomanyu spermatidak képzédnek
(Nishimura és mtsai, 2017). A spermatogenezis utolsé szakasza (tulajdonképpen részjelensége)
alakulnak ki. A spermatogenezis nélkiilozhetetlen tamogatoi a Sertoli-sejtek (Kretser és mtsai,
1998).

A spermatocytak, a spermatiddk és a himivarsejtek DNS alloménya 1ényegében eltér a
testi sejtek DNS Osszetételétdl. Emiatt az immunrendszer megtamadnd ezeket a sejtféleségeket.
Ennek elkeriilése érdekében fejlodott ki a vér-here gat (vagy vér-here barrier), amely
lehetetlenné teszi a fehérvérsejtek és szadmos karositd anyag atjutasat a basalis kompartmentbdl
az adluminaris térbe, igy megel6zve a reprodukciot fenyegetd immunreakcid kialakuldsat
(Cheng és mtsai, 2012). A vér-here gat f6 komponense a Sertoli-sejtek tight junction-6kbdél allo
kapcsolokomplexusa, ugyanakkor a lamina basalis és a peritubularis sejtek is részt vesznek a

barrier alkotasaban (Li és mtsai, 2003) (3. abra). A himivarsejtek képzéséhez ugyanakkor még
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egy fontos dologra sziikkség van: a test maghOmérsékleténél kb. 2°C-kal alacsonyabb
hémérsékletre. Az evolucid sordn emiatt fejlodott ki emldsallatokndl a herezacsko, amely a
herék hastlireghez kozelitésével és tavolitasaval tokéletesen regulalja a him gonad szoveti
hémérsékletét (Ivell és mtsai, 2007). Erdekességképpen megemlitendd, hogy a scrotummal nem
rendelkez0 allatokban (pl.: delfinek) is biztositott a herék hiitése. A cetekben a dorsalis és a
farokuszokban lehiilé vénas fonatok a hasiliregben korbedlelik a him gonadot ellatod artérias
fonatokat, igy csokkentve a reproduktiv szervbe belépd vér homérsékletét (Pabst és mtsal,

1995).

1.3. A kutatas sordn vizsgalt szovetek: a human endometrium

Az endometrium a méh (uterus) nyalkahartyaja, amely a zsigeri szerv legbelso rétegét
alkotja, bélést biztositva a ndi belsé nemi szerv liregének (cavum uteri). Az endometrium felel
a megtermékenyitést kdvetden az embrid befogadéasaért, illetve taplalasaért, kozeget teremt
annak bedgyazodéasahoz, valamint a méhlepény kialakulasat kovetden, vérarama segitségével
biztositja az anyagcserét a magzat és az anya szervezete kozott (Strassmann, 1996).

A méhnyalkahartya a reproduktiv életkorban — mikroszkopikus szerkezetét tekintve —
egy dinamikusan valtoz6 szovet: a menstruacios ciklusban kdveti a hormonalis valtozasokat.
Ennek koOszonhetden harom faziskép azonosithaté a human endometrium esetében:
menstruacios, proliferacios és szekrécios fazisképek (Ferenczy és mtsai, 1991). Utdbbi kettd
esetében két szovettani réteg definialhatd, amelyek strukturalisan és funkcionalisan is
kiilonboznek egymastol: a méh simaizomrétegéhez (myometrium) kapcsolodd bazalis réteg
(stratum basale), és az ezzel Osszefiiggd, méh lumenéhez kozelebb 1évd funkciondlis réteg
(stratum functionale) (Maclean és mtsai, 2020). A funkcionalis réteg mikroszkoposan tovabbi
két alrétegbdl all: a méh iiregéhez kozelebbi tomorebb (stratum compactum) €s a lazabb,
szivacsosabbnak imponalé (stratum spongiosum) részekbdl (Murata és mtsai, 2022) (4. dbra).
A megtermékenyités és az embrid bedgyazddasanak hianyaban a néi nemi ciklus sordn a
funkcionalis réteg degradalodik €s vérzeés kiséretében lelokddik a megmarado bazalis rétegrol,
majd kitiriil a méh tiregébdl a hiivelyen (vagina) at a kiilvilagba (Maenhoudt és mtsai, 2022).
Ez a folyamat a menstruacio, amely a méhlepényes emlésok kozott egy egyediilallo folyamat.
Néhany allatfaj (pl.: féemlésok) kivételével egyik emldsben sem figyelhetd meg (Emera és
mtsai, 2012). A legtobb méhlepényes faj endometriuma ugyanis mensturacios ciklus helyett az
un. oestrus ciklus (pro-oestrus, oestrus, metoestrus/dioestrus és anoestrus fazisok) valtozasait
koveti (Sato és mtsai, 2016). Megtermékenyités hianyaban a megvastagodott endometrium

felsd rétegei nem valnak le, csupan involutio utjan elvékonyodnak (4jayi és mtsai, 2020). A
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menstruacid evolucios elénye nem teljesen tisztazott. Egyes elméletek szerint, a
méhnyalkahartya felsd rétegeinek lelokésével eltavolithatok azok a patogének, amelyek
fertdzést hozhatnak létre a méh tiregében, illetve a hashartyagyulladas (peritonitis) veszélyével
fenyegetnek (tekintve, hogy a cavum uterivel kommunikald petevezetdk lumene belenyilik a
peritonealis iireg folyadékterébe) (Strassmann, 1996). Tovabba, egy esetlegesen genetikai
defektusokkal megfogant és beagyazodott embrid eltavolitasa (vetélés) is egyszeriibbé valik az
endometrium sériilése nélkiil, illetve a szovet megtjulasara is nagyobb esély nyilhat. Ujabb

kutatasok a menstruacioé evoluciods eldnyét az embrio bedgyazodasa nélkiil is spontan lezajlodo

crer

¢s a formalddo lepény invazidja is jobban kontrollalhat6, az anyai szovetek védelme érdekében
(Jarrell, 2018).

4. dbra
Az endometrium sematikus dabrdja. A bal oldalon a szekrécios fazisképii méhnyalkahdrtya
szerkezete lathato. Az endometrium és a myometrium (1) kozott nincs submucosa. A két réteg
kozvetlen kapcsolodik egymassal az endo-myometrialis junctio (lila nyil) mentén. A stratum
basale (2) a menstrudcios ciklus soran proliferalva kialakitja a stratum functionalét (35),
amely mikroszkoposan egy lazabb szerkezetii stratum spongiosumra (3) és egy tomorebb
szerkezetii stratum compactumra (4) oszthato. A kanyargos lefutasu mirigyek (fekete nyil) a
méhiiregi (***) epithelium (piros nyil) stromdba valo lefiizodéseinek tekinthetok. Az
endometrium érellatdasat az aa. arcuatae (sarga nyil) erek aa. radiales (zold nyil) agai
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biztositjak, melynek kapillarisai a bazalis réteget taplaljak. A funkcionalis réteg ellatasat a
spirdlis erek (halvanykék nyil) és az azokbdl szarmazo kapillaris fonatok adjdk. A
méhnyalkahartya fo sejttipusain, az epithelialis és mirigyham (C), illetve a stromalis sejteken
(D) kiviil szamos egyéb sejtféleség megtaldalhato, melyek egy komplex szoveti miliét hoznak
létre. Ezek az embriondlis ossejtek (A), a leukocytak (B), az erek endotheliuma, ill. a pericytak
(E), valamint a simaizomsejtek (F). (Sajat készitésii abra).

Els6 megtekintésre a human endometrium két f6 egységbdl all: endometrialis
mirigyekbdl ¢és egy sejtdus, gazdag extracellularis alloméanyt tartalmazé endometrialis
stromabol. A méh lumene felé az endometriumot egy egyrétegli hdmréteg, az endometrialis
epithelium boritja, a mirigyek ennek stromaba vald lefiizddéseinek tekinthetok (Critchley és
mtsai, 2020) (5. dabra). A méhnyalkahartyat (a belek nyalkahartyajaval ellentétben) a méh
simaizomzatatol nem valasztja el submucosa, a két réteg egy szabalytalan, hulldmos vonal

mentén kapcsolodik egymassal: ez az endo-myometrialis junctio (Fusi és mtsai, 2006).
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5. abra

A méhnyalkahartya szovettani metszete (sajat minta). H&E festés, 10% nagyitas. Az
endometrialis stromaba (sarga nyil) agyazottan endometrialis mirigyek (piros nyil)
talalhatok, melyek a méhiiregbe nydkot (zéldesbarna nyil) termelnek. A méhnyadlkahartya
fedohamja az endometrialis epithelium (kék nyil). A szévetet a kapillarisok (fekete nyil)
taplaljak. (Szovettani metszetrol készitett sajat foto).

Az endometrium kialakuldsa az embrionalis életkorban veszi kezdetét. A szdvet
fejlodésének, illetve a fejlodés 1épéseinek pontos folyamata a mai napig nem tisztazott teljes
mértékben, az informacidok abortumok, illetve halva sziiletett magzatok, ujsziilottek
boncolasabol szarmaznak. Az endometrium fejlédése a paros intermedier mesoderma

mesonephros részébél indul. Ebben a magassagban a differencialdddé mesenchyma
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kiemelkedést okoz az intraembrionalis coelomaba (primitiv embriondlis testlireg), ez a
gonadalis redé (crista gonadalis). A redd felszinét coelomahdm boritja, a mesenchymaba
agyazottan pedig egy vezeték, a ductus mesonephricus (Wolff-csd) huzodik. A coelomahdm
gonaldais redd mesenhcymdjdba vald lefliz6désébdl egy tUjabb vezeték, a ductus
paramesonephricus (Miiller-csd) jon létre. A paros Miiller-csdvek caudalis részei a fejlodés kb.
10. hetéig fizionalnak egymassal, €s egy paratlan csovet hoznak létre. Ennek a paratlan csonek
a cranialis része magassagaban kezd el fejlodni a méh. Az endometrium epitheliuma a Miiller-
csO epitheliumabdl differencidlodik, amely a 14. fejlddési héten egy, a méh iiregét béleld
egyrétegll hamként azonosithatd. A kozvetlen korotte talalhatd intermedier mesodermabol
szarmazo mesenchymabdl differencialédnak az endometrium stromalis sejtjei, mig az ezt
korbeoleld mesenchyma kondenzalodik és a myometriumot, valamint a perimetriumot hozza
1étre (6. abra).

paraxialis mesoderma

intermedier mesoderma oldallemez mesoderma (splanchnicus/visceralis lemez)

oldallemez mesoderma ductus mesonephricus (Wolff)

(somaticus/parietalis lemez)

crista gonadalis

gonadtelep

ductus paramesonephricus

(Miiller)
mesonephros

mesenchyma
metanephros

fuzionalt Miiller-cs6 szakasz

tuberculum paramesonephricum

(Miiller-domb) sinus urogenitalis

6. abra
Az embrio caudalis része dtmetszve a gonddtelep magassagaban. Az embrionalis testiireg
mellso fala eltavolitva. A crista gonadalis coeloma lefiizodésébol egy uj cso jon létre a
mesonephrosban: ez a ductus paramesonephricus. A méh fejlédése a paros Miiller-cso
caudalisan fuzionalt szakasz cranialis részén veszi kezdetét. Az endometrium kialakitasaban a
ductus paramesonephricus és a korotte lévo mesenchyma is részt vesz. (Sajat készitésii abra).

A fejlédés 18-21. hetében az epithelium gyors proliferacioja miatt a hamréteg tobbmagsorossa
valhat, és megjelennek a kezdetleges, stromaba lefliz6do, akar elagazé endometrialis mirigyek.
Az q1jsziilottben a méhtest-méhnyak ardny nagyjabol 1/3:2/3 mértékli, a méhnyak ¢s
nyalkahartyaja jobban fejlett, a test lirege kisebb. Felnéttkorra ez az arany megfordul. A méhfiri

nyalkahartya postnatalisan is folytatja fejlodését. Az ujsziilottkorban az endometrium
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proliferacids és szekrécids fazisképet is mutathat, habar a mirigyek még nem érik at a teljes
stroma vastagsagat, az endo-myometrialis hatartél tavolabb vannak. Az els6 menstruaciot
(menarche) kdvetden alakul ki az endometrium reproduktiv korra jellemz6 szerkezete (Habiba
és mtsai, 2020).

A méhnyalkahartyaban tobbféle sejttipus talalhatd, amelyek egy komplex szoveti miliot
hoznak létre. Az epithelialis hamsejteken, a mirigyhamsejteken és a stromalis sejteken kiviil
szamos Ossejt €s termindlisan differencialddott sejt vesz részt az endometrium felépitésében,
amelyek kozott szoros kapcsolat all fent, koztiik élénk kommunikacio zajlik (Makieva és mtsai,
2018; Evans és mtsai, 2016). Az 6ssejtek koziil kiemelendék az endometrialis epithelialis
progenitor sejtek (eEPs), az endometrialis mesenchymalis 6ssejtek (eMSCs), az un. side
population sejtek (SP) és a csontveldi eredetli mesenchymalis 6ssejtek (BMDCs) (Cousins és
mtsai, 2018; Figueira és mtsai, 2011). Az eEPs-k jelen tudasunk szerint a méhnyalkahartya
bazalis rétegében talalhatok, kozel az endo-myometrialis junctidhoz, és a reproduktiv korban
az endometrium regeneracidja soran dominaldéan beldliik differencidlodnak az epithelialis €s
mirigy hamsejtek. Az eMSCs-k mind a bazalis, mind a funkcionalis rétegben megtalalhato
multipotens sejtek, amelyekbdl a stromalis sejtek, valamint a stromalis sejtekbdl a szekrécios
fazis végén a pre-decidualis, beagyazodas esetén a decidualis sejtek képzddnek. Az SP-k olyan
populaciot képeznek, amelyekbdl foként vascularis endothelialis sejtek differencialédhatnak,
ugyanakkor stromalis, és ritkabban epithelialis sejtek képzésére is képesek (Cousins és mtsai,
2018). A BMDCs-k haemopoeticus Ossejtek (HSCs) és mesenchymalis 6ssejtek képzésére is
képesek (Figueira és mtsai, 2011). Az endometrialis Ossejtek csontveldi eredetére bizonyitékul
szolgal, hogy férfi donoroktdl szarmazd csontveldtranszplantalt n6k méhnyalkahartyajaban
kimutathatok a férfi donortol szarmazo génkészletii endometrialis sejtek (Maruyama, 2014).

Az endometriumban — gyulladas (endometritis) nélkiil is — fehérvérsejtek (leukocytak)
talalhatok: neutrophil és eosinophil granulocytdk, macrophagok, natural killer (NK) sejtek,
hizdsejtek, valamint T- és B-lymphocytak. A méhnyalkahartya miikodésében betoltott pontos
szerepiik jelenleg még ismeretlen. A granulocytak, NK és hizosejtek a perimenstrualis szakban
€s a menstruacio alatt talalhatok meg az endometriumban, szerepiik lehet a cytokinek
termelésében és a macrophagokkal egyiitt az elhal6é funkcionalis réteg szovetfragmentumainak
eltavolitasaban. A macrophagok forrasa valdsziniileg az erekbdl a szovetkozi térbe migrald
monocytak. A proliferacios szaktol a menstruacioig szamuk egyre novekszik a ciklus soran, az
endometrialis mirigyek koriil csoportokat is képezhetnek. A CD3+ T-lymphocytdk a ciklus
soran alacsony szamban végig jelen vannak az endometriumban, mennyiségik a

menstrudcidban novekszik. A bazalis rétegben aggregitumokat képeznek, a stroméban
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elszortan helyezkednek el, illetve intraepithelialisan is megtalalhatok. A CD4+ (helper) €s a
CD8+ (cytotoxicus) T-lymphoctak aranya az endometriumban (CD4+ : CD8+ = 33% : 66%) a
vérben detektalhatd arany forditottja. A proliferacids fazisban mérhetd aktivitasuk a szekrécios
fazisban szignifikansan lecsokken. Ez a novekvo progeszteronhatasnak koszonhetd, amelynek
szerepe lehet a bedgyazddo, idegen génkészlettel rendelkezé6 embryoval szembeni
immuntolerancia kialakitdsaban. A B-lymphocytdk a teljes ciklus soran alacsony szdmban
detektalhatok a méhnyalkahartydban, a perimenstrudlis fazisban a stromalis sejtek kozott
képeznek tomoriléseket (Salamonsen és mtsai, 2000).

A méh vérellatasat az arteria iliaca interna aga, az arteria uterina biztositja (Liapis és
mtsai, 2020). A méh verberének kanyargos lefutdsu arteriac arcuatae nevii agai a
myometriumban haladnak, mikdzben radialis dgakat adnak le az endometrium irdnyaba. Ezek
a radialis verderek biztositjdk a méhnyalkahartya vérellatasat. Amint az erek atlépik az endo-
myometrialis junctiot, tobb kisebb érre oszlanak. A kicsiny bazalis artéridk ellatjdk a szdvet
bazalis rétegét, mig a nagyobb spiralis arteriolak a funkcionalis réteget taplaljak. A spiralis erek
mérete novekszik, mig kanyargdssaga fokozodik a ciklus elérehaladtaval. A menstruacid végén
az jraépiild funkcionalis réteg kapillarisai errdl az érrél képzddnek angiogenesissel. A spiralis
arterioldk oldalagai ellatjak a stromat, illetve periglandularis fonatot képeznek a mirigyek koriil,
mig végagai az epithelium alatt subepithelialis kapillaris fonatot képeznek. Ezek vérét a vénas
rendszer a myometrium iranyaba vezeti el (Rogers, 1996). Az erek endotheliuma koriil az
endometriumban pericytak és adventitialis sejtek is azonosithatok, eldbbiek a bazalis és
funkcionalis rétegekben is, utobbiak dominaléan a bazalis rétegben (Tang és mtsai, 2024).
Kiilon emlitést érdemel, és élettani szempontbol igen fontos, hogy az endo-myometrialis
junctional valod eredésiik magassagéban a spirdlis arterioldk fala simaizmos és elasztikus
réteggel is bir, amelyeket a méhiireg felé haladva az endometriumban folyamatosan elveszit
(Chen és mtsai, 2020).

A reproduktiv életkorban az endometrium hormonfiiggd szévet: a morfologiaja koveti
a n6i nemi ciklus hormonalis valtozasait (Makieva és mtsai, 2018). A menstruacios ciklust a
hypothalamus-hypophysis-gonadalis tengely finomhangolt hormontermelése szabalyozza
(Mihm és mtsai, 2011). Végeredményben, a petefészekben (ovarium) felszabadulé hormonok
szabalyozzak az endometrium valtozasait (Richards, 2018). igy a menstruaciés ciklus fogalma
alatt az ovarialis és endometrialis ciklusokat foglalja magaba (/d. 14. abra). Az ovarialis ciklus
harom f6 fazisbol all: follikularis (kb. 11 nap), ovulacios (kb. 5 nap) és lutealis (kb. 12 nap)
fazisok (Makieva és mtsai, 2018). A follikularis fazis elsé napjait kiilon definialhatjuk korai

follikularis, utols6 napjait pedig késéi follikularis fazisnak (Rogan és mtsai, 2022). A
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follikularis fazisban torténik a petesejt, illetve a tiisz6 (folliculus) érése. Az ovulacios fazisban
torténik meg a petesejt kilokddése (ovulatio) a tiisz6bdl. Ezt kdvetden a folliculus sargatestté
(corpus luteum) alakul 4t, amely megtermékenyités €s az embrid beagyazddasanak hianyaban
a lutedlis fazis 11-12. napjat kovetden elsorvad és corpus albicanssa alakul 4t, majd az ovarialis
ciklus ismét kezdetét veszi. A ciklus soran a petefészkek altal termelt két f&6 hormon az
Osztrogén ¢€s a progeszteron (P4) (Richards, 2018). Az 6sztrogén 6sztron (E1), 6sztradiol (E2),
osztriol (E3) és osztetrol (E4) hormonok keveréke, amelyek koziil a legnagyobb élettani
jelentdsége az Osztradiolnak van. Az E2 termelédése a petefészek aromataz-enzim
aktivitdsanak koszonhetd, amely a gonadban termelddé androgén hormonokat néi nemi
hormonokka alakitja az androgén szteranvazas molekulak aromatizalasaval (Fuentes és mtsai,
2019). Az E2 szérumkoncentracidja a follikularis fazisban folyamatosan ndvekszik, majd az
ovulacids fazisban eléri a maximumat, ahonnan a lutedlis fazisban mennyisége folyamatosan
csOkken. A P4 szérumkoncentracidja az ovuldcios fazisban kezdi meg emelkedését, ¢és
legnagyobb (allandd) mennyiségben a lutealis fazisban termelddik. A méhnyalkahartya az
endometrialis ciklusban az E2 és P4 hormonok valtozasait koveti (Richards, 2018).

A menstruacios ciklus elsd napjat az endometrialis ciklus menstruacids vérzés elsé
napjatol szamitjuk. Egy ciklus atlagosan 28 napos, de 25 és 35 nap kozotti rendszeres vérzéseket
fiziologiasnak tekintjik (Mihm és mtsai, 2011). Az endometrialis ciklus harom fazisbol all:
menstruacios, proliferacios é€s szekrécids fazisokbol. Mivel a proliferacios fazis elsdésorban
Osztradiolfiiggd, a szekrécids fazis pedig progeszteronfiiggd, ezért az eldbbit elnevezhetjiik
Osztrogénfazisnak, az utobbit pedig progeszteronfazisnak is (Critchley és mtsai, 2020). A
menstruacios fazis (kb. 5 nap) soran az el6zbleg megvastagodott endometrium elhalt
funkcionalis rétege lelokodik és kb. 30-80 ml kevert (75% artérias és 25% vénas) vér
kiséretében szovettormelékek formajaban kiiiriil a méh tiregébdl (Wulandari és mtsai, 2024).
Ezt kovetden kezdetét veszi a proliferacios fazis (kb. 9 nap). A levedlett, csak bazalis réteget
tartalmazé méhnyalkahartya vastagsaga kb. 1-4 mm (Nalaboff és mtsai, 2001). Dominaldan
Osztrogénhatasra az dssejtekben gazdag stratum basale sejtjei elkezdenek proliferalni, illetve
differencidlodni. A hamfosztott méhnyalkahartyafelszin behdmosodik (epithelisatio), az
endometrium folyamatosan vastagszik. Utobbi a stroma ¢és mirigydllomany gyors
spiralis arterioldk meghosszabbodnak, illetve fokozodik a szdovet Kkapillarizdlodasa
(neovascularisatio). Az endometrium mirigyei proliferacios fazisképet mutatnak: a stromaba
agyazottan keskeny lumenti, egyenes, vagy kissé hulldmos lefutast tubuldris mirigyek

talalhatok. Ezt kovetden, domindldan progeszteronhatds miatt elkezdddik a szekrécids
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atalakulas. Az erek permeabilitasa P4 hatasra fokozddik, emiatt a szovet oedémasabba valik
(Ferenczy és mtsai, 1991). Az endometrium Osszvastagsaga eléri a 7-16 millimétert (Nalaboff
és mtsai, 2001). A spiralis arteriolak kanyargdssaga fokozodik. Az endometrialis mirigyek
szekrécios fazisképet mutatnak: a stromaba agyazottan megvastagodnak, dugdhtizé-szerlien
tekerednek, lumeniik kitagul, és fokozott mennyiségii, tapanyagokban (pl. glikogén) gazdag
nyakot termelnek (Ferenczy és mtsai, 1991). Ez a valadék a méh iiregébe jut, amelynek fontos
szerepe van a méhiiregbe jutd embrid tapanyagokkal vald ellatasaban (4/ves és mtsai, 2023). A
szekrécios fazis (kb. 14 nap) utolsod napjaiban a stromasejtek decidualizacidja kezdetét veszi,
pre-deciduasejtek képzodnek (Evans és mtsai, 2016). Az endometrium mirigyszerkezetének
morfologiaja legjobban a szekrécios fazisban értheté meg. Korabbi, hosszi éveken at elfogadott
leirasok szerint, a mirigyek a bazalis rétegben kettéoszlanak, és végkamrajuk (a vékonybelek
mirigyeihez hasonloan) cryptaszeriien, vakon végzdodik. Ez a szerkezet (jelen tudasunk szerint)
teljesen igaz az egerek (és valosziniileg az oestrus ciklusos emlds fajok) esetén (Yamaguchi és
mtsai, 2021. jul)). Ujabb kutatasok azonban feltartdk, hogy a humén (és a valdsziniileg a
menstruald fajok) endometrium szerkezete teljesen eltér ettél. A stratum basaléban ugyanis
vakon végz6dé mirigyvégkamrak helyett rizomahoz (bizonyos ndvények egymassal
kapcsolodd gyokérhajtasai) hasonld, egymadssal Osszefliggésben levd, halozatos szerkezetli

mirigyrendszer talalhato (7. dbra).
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7. dbra
Yamaguchi és mtsai (2021) publikacioja nyoman készitett abra, amely a human endometrium
mirigyeinek térbeli szerkezetét mutatja be. A myometriumon (1) nyugvo stratum basaléban (2)
egymassal Osszefiiggo, ,, rizoma-szerii” jaratrendszert létrehozo mirigyek taldalhatok. A
menstruacios ciklusban a proliferacio soran e halozatos strukturabol képzodnek a stratum
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functionale (3) méhiireg felé huzodo mirigyei. A bazalis réteg jaratrendszere altal tobb
endometrialis mirigy is kapcsolatban dllhat egymdssal. (Sajat készitésii abra).

Ahogy a rizomas novények estében is, feltételezik, hogy az endometrium bazalis rétege joval
ellenallobbd valik a szerkezetnek koszonhetden a sériilésekkel szemben. A stratum
functionaléban elhelyezkedé mirigyek sokféle morfologidt vehetnek fel. Vannak olyan
mirigyek, amelyek nem kapcsolodnak a rizomaval és nincsenek elagazasaik. Vannak, amelyek
a rizomabol indulnak ki, de lumeniik nem torkollik a méh iiregébe, ezek az okklizios mirigyek
(occluded glands). Vannak, amelyek elagazasai a funkcionalis rétegben, vagy mindkét rétegben
elhelyezkednek. Vannak olyanok is, amelyek a korabban ismert szerkezetet veszik fel
(kettédgazd mirigy, vakon végzodo cryptakkal). A legtobb mirigy azonban kapcsolodik a
rizomaval, és igy elagazasaikat a rizOma utjan megosztjak egymassal (Yamaguchi és mtsai,

2021. marc.) (8. dbra).

A B C D I 11 I v
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8. abra
Yamaguchi és mtsai (2021) publikdcioja nyoman készitett abra, amely az endometrialis
mirigyek elagazdsait és mds mirigyekkel valo kapcsolatait sematikus modon illusztrdlja. Az
elagazast nem mutaté (32%) struktirdakon (A) kiviil, a legtobb mirigy (68%) tartalmaz
elagazasokat. Lokalizdcio szerint utobbiak 10%-a a funkciondlis rétegben (B), 75%-a a
bazalis rétegben (D) és 15%-a mindkét rétegben eldgazik (C). Két kiilonbozd mirigy kozti
kapcsolat legtobb esetben (81%,) a stratum basaléban (111), 14%-ban a stratum
functionaléban (1), mig 5%-ban mindkét rétegben (Il) fennallhat. Az endometriumban
lehetnek olyan vakon végzodo mirigyek is (IV), amelyek nem érik el a méhiireget. (Sajat
készitésiui abra).

A szekrécids fazis végén, amennyiben a megtermékenyités és az embrié bedgyazoddsa nem
torténik meg, a trophoblast sejtek hidnydban nem termelddik B-hCG, amely fenntartand a

petefészek sargatestjét. gy a corpus luteum élettartama véget ér, a P4 szintje lecsokken (Devoto
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és mtsai, 2009). A mai napig nem teljesen tisztazott, mik a pontos folyamatok, amelyek a
funkcionalis réteg levalasahoz vezetnek, de annyi biztos, hogy a folyamat a progeszteronszint
hirtelen lecsokkenésének koszonhetd. A hormon hianyaban valdszinilileg csokken a spiralis
arteriolak permeabilitasa, illetve cytokinek szabadulnak fel, amely végeredményképpen a
funkcionalis réteg ischaemiajahoz, majd elhalasdhoz vezet. igy elkezdddik a menstrudcio, és
ujraindul a menstruacios ciklus (Critchley és mtsai, 2006).

Egy egészséges nd reproduktiv életszakasza soran nagyjabol 400 alkalommal menstrual.
Az elsé menstruaciot menarchénak nevezzik (Jain és mtsai, 2022). A reproduktiv életszakasz
végén, az utolsd mensest kovetden, amennyiben 12 hdnapon beliil nincs vérzés, megjeldlhetjiik
a menopausa idépontjat (Takahashi és mtsai, 2015). A premenopausalis-perimenopausalis
szakban a mensesek rendszeressége felborulhat, az endometrium szdvettani morfoldgiaja
eltérhet a korabban leirtaktol. Példaként emlithetd a rendezetlen proliferativ endometrium,
amikor a stroméaba agyazottan proliferacios €s szekrécids fazisképet is mutatd mirigyek
talalhatok egymas mellett (McCluggage, 2006). A menopausat kdvetdéen az endometrium
sokféle morfologiat felvehet. A legjellemzObb szoveti kép a sorvadt (atrophias)
méhnyalkahértya. Az endometrium elvékonyodott, a mirigyek €s a stroma nem mutat mitotikus
aktivitast. A mirigyek szdma lecsokkent, olykor lumeniik cysticusan tagult lehet. A stroma
gyakran tartalmaz heges (fibroticus) részeket, amely az erek lumenét is sztkiti (Ferenczy és
mtsai, 1991).

|.4. A kutatas sordn vizsgalt betegségek: az Alzheimer-kor

Az Alzheimer-kor a leggyakoribb a kognitiv zavarokat és demenciat okozo betegségek
koziil az idéskori (65 év feletti) populacidban (Abbas és mtsai, 2022). Egy lassan progrediald
neurodegenerativ korallapot, amelyet a kiilonféle koros szerkezett, illetve korosan halmoz6do
fehérjék jelenléte és az idegsejtkarosodas jellemez, elsGsorban az agyvelében (Breijyeh és
mtsai, 2020). A betegség a nyugdijkort felndttek 3-4%-at érintheti, és a prevalencia az életkor
elérehaladtaval folyamatosan novekszik (Abbas és mtsai, 2022). A koérallapot az érintett
betegekre ¢és hozzatartozoikra gyakorolt hatdsai mellett komoly tarsadalmi, gazdasagi és
egészségiigyi terhelést okoz napjainkban is (Breijyeh és mtsai, 2020).

A haldl utani (postmortem) vizsgalatok makroszképosan, mikroszkdposan és
molekuléris vizsgalatokkal igazolhat6 elvaltozasokat is kimutattak az Alzheimer-kor
patogenezisének hatterében. Boncolasok soran megfigyelték az agyveld sorvadasat (atrophia),
amely sok agyteriilet mellett elsdsorban az agykérget (cortex cerebri), a hippocampust, az

amygdalat és a limbikus rendszer elemeit érinti (Breijyeh és mtsai, 2020). Az atrophia miatt az
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agy-gerincveldi  folyadékterek (agykamrdk ¢és subarachnoidalis terek) kitagulnak.
Mikroszkopos vizsgélattal kimutathatok rendellenesen jelenlévd fehérjék: az extracellularis
térben koros mennyiségben felhalmozodott szenilis plakkok, vagy mas néven béta-amyloid
(AP) plakkok, tovabba az intracellularisan felhalmoz6dé neurofibrillaris (tau protein) kotegek
és az o-synuclein aggregatumokbol felépiil6 Lewy-testek is. Korszovettani vizsgalattal
megfigyelheték neurovascularis eltérések ugy, mint a pericytak szamanak csokkenése és a vér-
agy gat sériilése, az astrocytdk és a microglia sejtek aktivitdsdnak novekedése, valamint a
synapsisok ¢€s az idegsejtek (foként a cholinerg neuronok) szamanak csokkenése. Molekularis
vizsgalatokkal igazoltak tovabba a vér-agy gat transzporter fehérjéinek, illetve a sejtek
mitochondrialis miikodésének valtozasait, az autophagia jelenségét, valamint a kiilonboz6
fehérjék koros poszttranszlaciés modositasait (pl.: tau protein hyperfoszforilacio) (Nelson,
2022). Mindent 6sszevetve, a leirt elvaltozasok allando gyulladasos folyamatokat tartanak fenn,

amelyek toxicitast és oxidativ stresszhatast eredményeznek a kozponti idegrendszerben, és ez

crer

Atrophia cerebri

Ventriculomegalia

| Pericytaszam csokkenése |

| Vér-agy gat karosoddsa |

| Astrocyta aktivitas csokkenése |

| Microglia aktivitds csokkenése |

| (Cholinerg) neuron degeneratio |

Atherosclerosis

l Vér-agy gat transzportfehérje eltérések |

l Mitochondrialis eltérések |

Autophagia

l Fehérjék posttranszlacios modositasanak eltérései |

| AB (szenilis) plakkok |

| Tau protein (neurofibrillaris) kétegek |

| Lewy-testek (a-synuclein aggregatumok) |

9. dbra
Nelson (2022) publikacioja nyoman készitett abra. Az Alzheimer-korban az ép

agyallomanyhoz képest (bal oldalon lathato abrafél) kiilonbozo folyamatok figyelhetok meg,

ill. alakitjak ki a progressziv gyulladast és neuronelhalast, amelyek a tiineteket okozhatjdk.
Ezek a makroszkoposan megfigyelheto elvaltozasok (piros keretek), a neurovascularis egység

epségenek felboruldsa (zold keretek), a subcellularis korfolyamatok kialakulasa (sarga
keretek) és a betegség soran felhalmozodo koros fehérjek megjelenése (kék keretek).
(Sajat keszitesii dbra).
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Az Alzheimer-kor oka a mai napig ismeretlen. Az évek soran kiilonb6zé elméletek
sziilettek a betegség kialakulasara. A cholinerg hipotézis az acetilkolin (ACh) termelddés,
felszabadulas és visszavétel zavaraval, valamint a cholinerg neuronok elhalasaval magyarazza
a korkép kialakulasat. Az ACh szamos agyi mitkodésben szerepet kap, ilyen példaul a memoria,
a figyelem fenntartasa, a tanulds és a sensoros miikddések fenntartdsa. Hosszu éveken at
elfogadott elmélet volt az amyloid hipotézis (Breijyeh és mtsai, 2020). Az amyloid prekurzor
protein (APP) egy membranfehérje, amely szamos szdvetben kimutathatd, koztik jelentds
szerepe van a neuronszinapszisok mitkodésében. Az APP részt vesz a szinapszisok kialakitasa
¢s javitasa szabalyozasaban, illetve az anterograd neuronalis transzportban. A - és y-szekretaz
enzimek hatasara az APP kiilonb6z6 aminosav hosszisagu peptidekre bomlik (Chen és mtsai,
2017). Egészséges szovetekben az amyloidgenezis kontrollalt folyamat, AP a korosodassal is
képzodik az agyban, mig Alzheimer-korban az AP koros mennyiségben termelddik és
aggregatumokat képez (Aczél és mtsai, 2022). Az amyloid kaszkad elmélet szerint ez hozza
létre a fentebb emlitett valtozasokat. Ujabb elméletek a mitochondridlis diszfunkciot tartjak
felelésnek a betegség kialakulasaért (mitochondrialis kaszkad elmélet) (Swerdlow, 2007).

Az Alzheimer-koérnak lehet 6rokletes (familiaris) és sporadikus formaja. Elébbire az
autoszomalis dominans Oroklédésmenet jellemzo, a tiinetek 65 évnél fiatalabb korban
jelentkeznek (EOAD-Early onset Alzheimer’s disease), és harom f6 gén mutacidja okozhatja.
Ezek a Presenilin-1 (PSEN1), a Presenlilin-2 (PSEN2) és az Amyloid Precursor Protein (APP)
gének. A sporadikus formak alkotjak az esetek nagy részét, a tiinetek 65 évnél idésebb korban
jelentkeznek (LOAD-Late onset Alzheimer’s disease), és szamos rizikofaktort azonositottak,
amelyek novelik a betegség kialakulasanak kockazatat (Andrade-Guerrero és mtsai, 2023).
gyakori az Apolipoprotein-E (APOE) bizonyos alléljeinek, illetve az 6sztrogén receptor gén
(ESR) mutacidja. Utobbi magyarazattal szolgalhat arra, hogy a betegség miért gyakoribb a nok,
mint a férfiak korében (Breijyeh és mtsai, 2020). A nemek kozotti érintettség kiilonbségeit
magyarazhatja az is, hogy a luteinizadl6 hormon (LH) emelkedett mennyisége az amyloid-
kaszkad mechanizmusait eldsegitheti. Rdadasul a hippocampusban ardnyaban sok LH receptor
expresszalodik. Fertilis korban a ndi nemi hormonok visszaszoritjdk a termel6dé LH
mennyiségét, mig az a menopausaban az E2 és a P4 csokkenés hatdsara relative emelkedik.
Férfiakban az LH-termelddést visszaszoritdé tesztoszteron mennyisége az ¢életkor
elérehaladtaval lassabban, és folyamatosan csokken (Webber és mtsai, 2007). Az Alzheimer-
kutatasban egyre nagyobb figyelmet kap a gyomor-bélrendszer mikrobiomjanak kutatasa,

tekintve, hogy a mikroflora Osszetételének felborulasa hatassal lehet a mikrobiom-bél-
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agytengely egyenstlyara (Marizzoni és mtsai, 2023). A betegség rizikdjat novelhetik kiilonb6z6
fert6zések, koztik herpeszvirusok, mint a Herpes simplex virus 1 (HSV-1), illetve
tiidégyulladast (pneumonia) okozd korokozok is, mint a Chlamydia pneumoniae (Nelson,
2022). Osszefiiggésben lehet az Alzheimer-korral szamos idiilt betegség, amely a kozponti
idegrendszerre is hatassal van. llyenek a depresszio, illetve egyéb pszichiatriai korképek, a
kiilonb6z6 kardiovaszkularis eltérések, mint a pitvarfibrillacid, a magasvérnyomads-betegség
(hypertonia) és az érelmeszesedés (atherosclerosis), tovabba fokozottabb a kockézat az
elhizottak (obesitas) és a cukorbetegek (diabetes) korében. Az életmodbeli rizikotényezok
koziil kiemelenddk a mozgasszegény €letmod ¢€s a kiilonbozé étkezési szokasok. Utobbinal a
betegség kialakulasanak kockazatat fokozza a telitett zsirsavakban gazdag és magas kaldria
tartalmu ételek fogyasztasa. Néhany kornyezeti tényezd is eldsegitheti a korkép kialakulasat
ugy, mint a légszennyezettség €s bizonyos fémek, mint az aluminium ¢és a kadmium. A legtdbb
forras egyet ért abban, hogy az eddigiekben felsoroltak mellett a legjelentdsebb rizikotényezd
az Alzheimer-kor kialakulasaban az oregedés, amely szamos szervrendszerben végbemend
komplex valtozasok egyiittesével befolyasolja a korkép 1étrejottét (Breijyeh és mtsai, 2020).
Mivel az Alzheimer-kér a demencidk egyik tipusa, ezért tiinetei kozé tartoznak a
demencia tiinetei, amelyek klinikai megnyilvanulasa harom pilléren alapszik: a
neuropszichologiai (kognitiv) és a neuropszichiatriai (nem kognitiv) tlineteken, valamint a
mindennapi tevékenységek elvégzésének valtozdsain. A neuropszicholodgiai tiinetek kozé
tartozik az emlékezetvesztés (amnesia), a beszédértés, illetve beszédalkotas zavara (aphasia), a
mozgésosszerendezés zavara (apraxia), valamint a targyak és személyek felismerési zavara
(agnosia). A neuropszichiatriai tiinetek (BPSD-behavioral and psychological symptoms of
dementia) kozé tartoznak a depresszid, a paranoid téveszmék, az azonositasi zavar
(misidentificatio), hallucinaciok, az agressziv viselkedés és az un. wandering tiinet (a beteg
céllal, ill. cél nélkiil elindul, majd eltéved, elveszti tajékozodasi képességét). A mindennapi
cselekvések (pl.: étkezés, 6ltozkodeés) elvégzésének zavarai szintén a korkép velejaroi lehetnek
(Burns, 2000). Erdekességképpen megemlitendé, hogy allatkisérletek bizonyitjak, az
Alzheimer-korban az agyvelén kiviil egyéb szervek is érintettek lehetnek. Ilyen a sziv, a maj, a
vesék €s a herék, amelyekben szintén képzddhet koros AB. A periférias szovetek tlineti
manifesztacioit azonban eddig kevésbé kutattak (Aczél és mtsai, 2022). Az Alzheimer-kornak
négy stddiuma van. Az elsd a pre-klinikai stddium (pre-clinical satge), a tiinetek megjelenése
el6tti allapot, amelyet az enyhe memoriazavarok jellemeznek, minden egyéb felsorolt tiinet
nélkiil. A masodik az enyhe, vagy korai (mild or early stage), a harmadik a mérsékelt (moderate

stage) staddium, ahol egyre inkabb sulyosbodik az emlékezOképesség, megjelennek a
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mindennapi cselekvések zavarai mellett a kiilonb6z6 pszichiatriai tiinetek és felismerési
zavarok. A negyedik a sulyos, vagy késoéi stadium (severe or late-stage), amelynél a tiinetek a
legsulyosabbak, a beteg gyakran agyhoz kotott, gyakoriak a vegetativ reflexzavarok (pl.:
nyelési és vizeletiiritési zavarok). Az ezekbdl kovetkezd szovodmények a beteg haladlahoz
vezethetnek (Breijyeh és mtsai, 2020).

Mivel a fentebb emlitett tiinetek mas, demenciat okozd kérképek velejaroi is lehetnek,
a National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke és az
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ARDA) Iétrehozott egy
kritériumrendszert, amelynek célja a korkép diagnosztizalasa, illetve a korkép megléte
valoszinliségének megitélése. Az Alzheimer-kor valdszinisitett diagndzisa a tiinetek meglétén,
megjelenési idején ¢és mas korképek kizdrasan alapul, pszichiatriai, neurologiai ¢és
belgyogyaszati vizsgalatokat is igényel. A tiinetek 40 és 90 éves kor kozott jelennek meg,
valamint fontos, hogy kizarasra keriiljenek azok a szisztémas ¢és neuropszichidtriai
alapbetegségek, korallapotok, amelyek demenciat okozhatnak (Breijyeh és mtsai, 2020).
Mindezek felmérésére kiilonbozé vizsgdlatok allnak rendelkezésre. A kognitiv funkciok
felmérésére létrehozott tesztek kozott megemlitendd a MMSE (Mini Mental State
Examination), illetve ennek standardizalt formaja, tovabba az ADAS (Alzheimer’s diseae
Assessment Scale) és az drarajzolasi teszt (CDT-Clock Drawing Test). A pszichiatriai tiinetek
felmérésére szintén szamos teszt létezik (Burns, 2000). A betegség valdszinisitett
diagnozisanak megallapitasahoz hozz4jarul tovabba az altalanos neurologiai fizikalis vizsgalat,
a kiilonbo6z6 laboratoriumi (pl.: B12-vitaminszint meghatarozas, az agy-gerincveldi folyadék
vizsgalata) €s képalkotdé (MRI, PET) vizsgalatok is. Az Alzheimer-kor végsé diagnodzisa
postmortem lehetséges. A patoldgiai boncolés és a kdrszdvettani vizsgalat erdsiti meg a korkeép
meglétét (Breijyeh és mtsai, 2020).

Az Alzheimer-koér napjainkig is gyogyithatatlan betegség. A jelenlegi kezelési
lehetdségekkel kizardlag a koérkép progresszidja lassithatd, valamint a kiilonbozd tiinetek
mérseklése lehetséges. A konzervativ kezelési lehetdségek koziil emlitést érdemelnek a
demenciatiinetekre fejlesztett pszichoedukacids tréningek és kognitiv terdpidk. Fontos a
megfeleld betegapolas és betegfeliigyelet biztositasa (Yiannopoulou és mtsai, 2020). A zene- és
fényterapia mellett kiemelendd az aktiv fizikai mozgés szerepe, amely bizonyitottan lassitja
szamos mas neurologiai betegség progressziodjat is (Yiannopoulou és mtsai, 2020; Hamer és
mtsai, 2009). A gyogyszeres kezelési lehetdségeket a korkép patogenezisében résztvevod
molekularis folyamatokat alapul véve igyekeztek és igyekeznek kifejleszteni. Ezek koziil sok

farmakon klinikai gyogyszeres kisérleti stadiumban van. Példaképp emlitheték a B- és y-
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szekretaz gatlok, valamint az AB elleni antitestek 1étrehozasa aktiv és passziv immunizacioval
(Yiannopoulou és mtsai, 2020). Mivel szamos KIR neuropeptid szintézise zavart szenved az
Alzheimer-korban, igy e neuropeptidek (pl.: ghrelin, neurotensin, PACAP, neuropeptid Y, P-
anyag és orexin) fejlesztése és potlasa is igéretesnek bizonyul (Chen és mtsai, 2019). A jelenleg
rendelkezésre all6 farmakonok koziil a neurotranszmissziot befolyasold készitmények kozott
az ACh szint emelését biztosito készitmények (pl.: ACh-észteraz gatlok) és az NMDA-receptor
antagonistak emelenddk ki. El6bbiek kozt hatéanyag a donepezil, a rivastigmin és a galantamin,
utobbi esetén pedig a memantin. Kiegészitd terapidnak szamit a kiilonbozdé vitaminok és
antioxidansok (B12-, C-, D- és E-vitaminok, omega-3 zsirsav), valamint nyomelemek (pl.:
cink) adagolasa, illetve a bélflora helyreallitasa kiilonb6z6 probiotikumok potlasaval és diétas
étrend felépitésével. A betegségben kialakuld pszichiatriai tiinetek gydgyszeres kezelése az

adott korképre jellemz6 farmakonokkal lehetséges (Breijyeh és mtsai, 2020).
1.5. A kutatds sordn vizsgalt betegségek: az endometriosis

Az endometriosis a méh iiregén kiviil a szervezeten beliil barhol megtaldlhatéd
endometrium, amely szdveti felépitésében valoban hasonlit a méhnyalkahartyahoz (az angol
terminoldgia megfogalmazdsaban ,,endometrial-like tissue”, azaz endometrium-szerii szovet)
(Agarwal és mtsai, 2010). Az endometriosis széleskorii kutatasa ellenére, napjainkban is akar
6-7 évbe telhet (18-45 éves nok korosztilya esetén), mire a korkép végleges diagndzisat
felallitjak. Az ectopids szovet jelenléte sulyos, életmindséget hatranyosan befolyasold tiineteket
okozhat, éppen ezért minél alaposabb kiismerése nélkiilozhetetlenné valt. A korallapot a
reproduktiv korti nék 10-15%-at érintheti, illetve a kronikus kismedencei fajdalom (chronic
pelvic pain) korkép hatterében kb. 70%-ban (Parasar és mtsai, 2017), a néi infertilitas esetében
pedig kb. 30-50%-ban igazolodik (Macer és mtsai, 2012).

Az endometriosis leggyakoribb lokalizacioi a testen beliil a petefészkek (ovarium), a
kismedencei hashartya (peritoneum) és az infraperitonedlis kotdszovetes tér (foként a septum
rectovaginale, a hiively és a végbél kozti kotészovetes tér (Smolarz és mtsai, 2021). Ennek
alapjan harom f6 tipusa kiilonboztethetd meg: ovarialis (endometrioma, OMA), felszines
peritonealis (superficial peritoneal endometriosis, SPE) és mélyen infiltrald endometriosis

(deep infiltrating endometriosis, DIE) (10. abra).
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Az endometriosis anatomiai lokalizdcio szerinti harom f6 tipusa a petefészekben megjelend
ovarialis endometrioma (OMA), a hashartyalemezeken megtelepedo felszines peritonealis
endometriosis (SPE) és a kismedencei szoveteket destrualo mélyen infiltralo endometriosis
(DIE). Utobbi felett egy darabon a Douglas-iireg peritoneuma eltavolitasra keriilt. (Sajat
keészitésiui abra).
Az OMA a fertilis kora nék 2-10%-aban, mig a meddé nék 50%-aban azonosithatd. A
petefészekben leggyakrabban tomlok (cysta) formdjaban van jelen, amelybdl nagyobb méretii,
sOtét bennéki, un. csokoladé-cystak képzddhetnek. Az SPE-k a korkép 15-50%-aban lehetnek
jelen (Imperiale és mtsai, 2023). Morfologiajuk valtozatos, a gyakran piciny laesiok
leggyakoribb szine lehet vords, fekete, barna, fehér, kékes vagy sargas is (Smolarz és mtsai,
2021). A DIE az endometriosisos betegek 20%-ban fordulhat el6. A kotészoveten kiviil gyakran
beszovi (infiltralja) a kismedencei zsigerek (pl. vagina, hugyvezeték, végbél) falat is (Imperiale
és mtsai, 2023). Az emlitett lokalizaciokon kiviil az ectopids szovet egyéb testteriileteken is
jelen lehet (Smolarz és mtsai, 2021). Az irodalomban nincs egységes allaspont az egyéb
anatomiai szerveken megjelend endometriosis tipusok csoportositdsa tekintetében. A jelen
dolgozatban felsorolt beosztas tobb forras logikus rendszerezése altal sziiletett. Az egyéb
anatémiai helyeken megjelené endometrioid szdvetek f6 csoportjai az abdominalis (hasiiregi)
extragenitalis és a tavoli extragenitalis lokalizacioju laesiok. Az abdominalis megtelepedés
lehet fali (parietalis) vagy zsigeri (visceralis). A parietalis abdominalis ectopias szovet jelen
lehet a koldokben (umbilicalis endometriosis), a korabbi miitétek hasfali vagy gattajéki hegében
(heg-endometriosis), a gattajékon (perinealis endometriosis) és a lagyékszalag mentén

(inguinalis endometriosis). A visceralis abdominalis endometriosis érintheti a kismedencei
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zsigereket, koztiik a hugyhdlyagot (vesica urinaria), a hugyvezetékeket (ureter) és a végbelet
(rectum), illetve ritkan a hasiiregi zsigereket is, mint a maj, az epehdlyag, a hasnyalmirigy és a
vesék. A hugyholyag, a hugyvezeték és a végbél leggyakrabban a DIE esetében érintett, 6nalld
lacsioként ritkan infiltralja 6ket az endometrioid szovet. A tavoli extragenitalis ectopias
szovetek irodalmi ritkasagnak szamitanak. A legtobb esetet a melliiregben fedezték fel. Ezek
¢rintették a rekeszizmot (diaphragmaticus endometriosis), a mellhartyat (pleuralis
endometriosis) és a tiidoket is (pulmonalis endometriosis). Még ritkabb lokalizacidju a kdzponti
idegrendszerben, a harantcsikolt (extrapelvicus) izmokban, az orriiregben és a periférias
idegekben megjelend endometriosis (Smolarz és mtsai, 2021, Hirata és mtsai, 2020, Andres és
mtsai, 2020). Az endometriosis specialis megjelenési formaja az endometriosis interna, vagy
mas néven adenomyosis. Ebben a korképben az endometrialis szovet a myometrium simaizmos
rétegei kozott talalhatd (Upson és misai, 2020). Ujabb kutatisok szerint kialakuldsanak
hatterében a rizoma-szerli méhnydlkahartya mirigyek koros simaizom invézidja allhat
(Yamaguchi és mtsai, 2021. marc.). Az adenomyosis el6fordulasardl pontos adatok nincsenek,
mivel gyakran csak a halal utdni boncolast, illetve a méheltavolitast (hysterectomia) kovetd
korszovettani vizsgalattal igazoljak a jelenlétét (Upson és mtsai, 2020).

Az endometriosis koreredetének oka ismeretlen, kialakulasara azonban szamos elmélet
szlletett. Ezek koziil a mai napig legelfogadottabb a Sampson-féle retrograd menstruacios
tedria, amely szerint a menstruacio soran keletkez6 méhnyalkahartya fragmentumok nem a méh
nyakcsatorna (cervix uteri) és a kiilvilag irdnyaba, hanem retrograd uton, a méhkiirtokon (tuba
uterina) at a kismedence peritonedlis tereibe jutnak, ahol megtelepednek és létrehozzak az
ectopias laesiot. A coeloma metaplasia elmélet szerint az embrionélis celoma eredetii ham (az
ovarium germinalis hamja és a peritoneum mesotheliuma) metaplasticusan atalakul (Macer és
mtsai, 2012). A metaplasia egy adott lokalizacioban differencialédott somaticus sejttipus
atalakulasat (transzformacio) jelenti ugyanazon helyen, egy masik differencialodott somaticus
sejttipussa. A patoldgiai mechanizmus feltételezetten a szovetet érd karos hatasok (pl.: pH
valtozas gyulladasos folyamatokban, toxinok, hormonarany valtozasok) miatt kovetkezik be
(Giroux és mtsai, 2017). Az embrionalis maradvany(sejt) elmélet (embryonic rest theory)
szerint az ectopids laesio a kismedencei peritoneumban embrionalis korban visszamaradd
Miiller-cs6 maradvanyokbdl differencialodik (Figueira és mtsai, 2011). A coeloma metaplasia
¢s az embrionalis maradvany elméleteket tamasztja ala, hogy ritkan ugyan, de endometriosis
férfiakban is kialakulhat. A leirt esetekben a koros szovet leggyakoribb lokalizacidja a
visszafejlodott Miiller-cs6 mentén €s a Miiller-csé embrionalis maradvanyai (appendiX testis és

utriculus prostaticus) teriiletén alakul ki (Rei és mitsai, 2018). A transzplantacios
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(lymphovascularis metastasis) elmélet szerint pedig, a daganatos sejtek terjedéséhez hasonldan,
az endometrialis sejtek nyirokutak, vagy a véraram utjan szoérddhatnak egyéb testtajakra a
méhtiri endometriumbol (eutopias endometrium) vagy egy mar meglévo ectopias endometrioid
szovetbdl. A legujabb kutatdsok az endometriosis kialakuldsat az dssejt elmélettel (stem cell
szlikséges Ossejtek, illetve a csontveld dssejtek migracios, proliferacios és invazios kapacitasa
ismeretlen ok(ok) miatt megndvekszik, igy azok ectopias helyre vandorolnak, és ott telepeket
képeznek (Maruyama és mtsai, 2012). Az irodalom sok ,0ssejt transzkripcios faktor”
megnovekedett expresszidjat irja le, amelyek az emlitett valtozasokért felelnek. A
leggyakrabban vizsgalt transzkripcids faktorok az Oct4, a Nanog és a Sox2, amelyek a sejtek
pluripotencia kapacitasanak fenntartasaért felelések (Song és mesai, 2014). Az emlitett faktorok
a TGFB-jelatvitel aktivalodasara expresszalodnak (Xu és mtsai, 2008), a TGFB-1 fokozott
expresszidjanak szerepét az ectopias szovet képz6désénél igazoltak (Au és mtsai, 2015) (11.
dbra). Valojaban egyik elmélet sem zarja ki a masik létjogosultsagat. S6t, magyarazattal
szolgélnak az ectopias szdvet jelenlétére a kiillonbozd lokalizacidkban (pl.: a tavoli exregenitalis

laesiok létrejottének magyarazata a lymphovascularis metastasis elmélet) (Figueira és mtsai,

2011).
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11. dbra
Az endometriosis kialakulas ,, dssejt-elmélettel” valo magyarazata. A TGFf-1 receptorhoz
valo kétodése TGFPR-1I és TGFPR-I heterotetramer képzodését eredményezi. Ennek hatasara
Smad transzkripcios faktorok aktivalodnak, amelyek fokozzdak a Nanog, Oct4 és Sox2
expressziojat. Ezen ossejt transzkripcios faktorok olyan gének atirasat eredményezik, amelyek

37



serkentik az endometrialis dssejtek migracios, invazios és proliferdcios kapacitasat.
(Sajat készitésii abra).

Az endometriosis kialakuldsa oki hatterében feltételeznek kéros immunfolyamatokat,
genetikai eltéréseket, kornyezeti hatasokat, sot, az endometrium bakterialis mikroflorajanak
megvaltozasat is. Az endometriosis egy kronikus gyulladasos folyamatot fenntart6 korallapot.
Az ectopids szOvetben a leukocytak egy tulélést és novekedést eldsegitd mikrokdrnyezetet
teremtenek, amelynek pontos mechanizmusait még nem tartak fel. Tobbféle eltérést talaltak a
laesio leukocyta dsszetételében: regulatoros T-sejtek és M2 tipusti macrophagok jelenlétét, a
macrophagok csokkent phagocyta aktivitasat, az NK sejtek hianyat, illetve a T helper 2 és T
helper 1 sejtarany magas értékét. Az eltéré immunmikodés valtozasokat hozhat létre az
genetikai eltéréseket napjainkban is tobbféle molekuldris modszerrel igyekeznek feltarni
(Chiorean és mtsai, 2023). Az endometriosis Orokletes hatterére bizonyiték, hogy a
koérallapotban érintett ndk elsé foku csaladtagjaiban 5-7-szer nagyobb eséllyel igazoljak sebészi
uton az ectopias szovet jelenlétét, valamint egypetéjii ikreknél nagyobb ardnyban érintett
mindkét testvér, mint kétpetéjli leany ikrek esetén (Hansen és mtsai, 2010). A kornyezeti
hatdsok egyike sem okozza minden esetben az endometriosis kialakuldsat, de ndvelheti a
korkép kialakulasanak esélyét. Példaként emlithetd az intrauterin magzatot ér6 magasabb
Osztrogénszint (pl.: ikerterhesség esetén), a vords hiisokban gazdag, illetve zdldségekben és
omega-3 zsirsavakban szegény diéta, valamint bizonyos kozmetikumok hasznalata is
(Banaszewska és mtsai, 2021). Az endometriosis kialakulasat eldsegithetik tovabba a
kiilonb6z6 kismedencei szervek mikroflorajanak megvaltozasa, bizonyos patogének (foként
baktériumok) fokozottabb jelenléte (Leonardi és mtsai, 2020). Tovabbi rizikofaktorok lehetnek
az alacsonyabb sziiletési suly, a Miiller-cs6 fejlddési rendellenességei, a korai menarche, a
nagyobb mennyiségli menstruacids vérzés, a rovidebb menstruacids ciklusok, az alacsonyabb
testtomegindex és a nullparitas (még nem szilt nk) (Filip és mtsai, 2020, Parasar és mtsai,
2017).

Az endometriosis Osztrogénfiiggd szovet, amely az eutopids méhnyalkahartydhoz
hasonloan kévetheti a ndi nemi ciklus hormonalis valtozasait. {gy a menstruécio alatt levalhat
¢s vérezhet. A méhnyalkahartydval ellentétben a vér nem tud a kiilvilagba {iriilni, igy a
megtelepedés helyén megalvad (ovarialis endometrioménal igy jon 1étre példaul a strd, sotét
bennékii csokoladé-cysta). Az alvadékot az immunrendszer megprobalja elimindlni, igy egy
fajdalmat provokald steril gyulladds jon létre, rdadasul a véralvadék helyén zsugoritd

kotészovetesedés (fibrosis) alakul ki, amely Osszenovéseket (adhesio) hozhat létre a
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peritonealis lemezek kozott, kovetkezményesen korosan rogzitve a kismedencei zsigereket
(Camboni és mtsai, 2021). Raadasul, az ectopias laesio (féleg az ovariumban) megvaltoztatja a
megtelepedés helyén a szovet mikrokornyezetét, annak molekularis folyamatait igymond a
sajat képére formalja (Klemmt és mtsai, 2018). Az emlitett korélettan kovetkeztében alakulnak
ki a tiinetek, amelyek nagyban fiiggeneck az endometriosis megtelepedésének helyétdl is. Ezek
lehetnek a menstruacio soran jelentkezd kifejezett fajdalom (dysmenorrhoea), a peritonealis
Osszenovések és az idiilt gyulladas miatt a kronikus kismedencei fajdalom (chronic pelvic pain),
valamint a fajdalmas nemi egyiittlét (dyspareunia). Tovabbi tiinetek lehetnek a belek
érintettsége esetén motilitasi zavarok, vérszékelés (haematochesia) és fajdalmas székelés
(dyschesia), a hugyholyag érintettsége esetén holyagiiritési zavarok, fajdalmas vizeletiirités
(dysuria) és vérvizelés (haematuria). Tavoli attétek esetén a ndi nemi ciklussal Osszefiiggd
vérzések a megtelepedés helyén (pl.: haemoptoe, azaz vérkohogés a tiidd érintettsége esetén)
(Allaire és mtsai, 2023). Az endometriosis jelenlétére gyakran a medddség kivizsgalasa soran
deriil fény. A tobbféle, infertilitast okozo allapot koziil kiemelendd a petevezetok
atjarhatosaganak megsziinése (a peritonealis 0sszendvések altal), amely miatt a petesejt nem jut
el ovulatiot kovetden a méh iiregébe, €s a megtermékenyités is lehetetlenné valik, valamint
ovarialis endometrioma esetében a petesejt érésének gatlasa az ovarialis szovetek megvaltozott
molekularis folyamatai miatt (Bonavina és mtsai, 2022). Az adenomyosis szintén okozhat
medddséget, valamint elhuzodo, bo hiivelyi vérzéseket (Upson és mtsai, 2020). Tovabba a
myometrium karositasa miatt sokszor a korallapot egyetlen megoldasa a méheltavolitas (Taran
és mtsai, 2013). A sokféle emlitett tiinet sulyosan befolyasolja az érintett nék életmindségét
(Farland és mtsai, 2020). El6fordulhat az is, hogy az endometriosis egész életen at tiinetmentes
marad és csak boncolast kovetd korszovettani vizsgalat igazolja a jelenlétét (Parasar és mtsai,
2017).

Az endometriosis diagnosztizalasa altalaban tobb 1épésben torténik, amelyek kozott
non-invaziv €s invaziv eljarasok egyarant rendelkezésre allnak. A beteg anamnézise, a fentebb
emlitett tiinetek jelenléte és az altalanos ndgyodgyaszati fizikalis vizsgalaton tapasztalt eltérések
(pl.: érzékenység a méhfiiggelékek teriiletén, kotottség a zsigerekben, tapinthaté kismedencei
terime, stb.) pre-diagnosztikus informaciokkal szolgalnak a korkép felderitése soran (Parasar
eés mtsai, 2017). Az endometriosis differencialdiagnozisa foként az extragenitalis formaknal
valik nehezitetté (pl.: pulmonalis formanal a haemoptoe lehet tiidédaganat jele is) (Hirata és
mtsai, 2020). A képalkoto eljarasoknal rendelkezésre all az ultrahang (UH), a computer
tomografia (CT) és a magneses rezonancia képalkotas (MRI). A hiivelyi (TVS-transvaginalis

sonographia), illetve ritkabban, a kevésbé alkalmazott végbél (TRS-transrectalis sonographia)
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UH vizsgalat napjainkban egyre inkébb kiszoritja az eddigi ,,gold-standardnak” szadmito
diagnosztikus eljarasokat, konnyen elérhetd, olcson alkalmazhaté modszer. Az OMA UH képe
jellegzetes, hyperechogénebb, hoesésszerti, vagy tejiivegszeri, aramlast nem mutatd bennékkel
rendelkez6 tomloként azonosithatd. Ebben az esetben a 1,5 cm-nél nagyobb méretii tomlod
csokoladé-cystaként itélhetd meg. Az adenomyosis €s DIE is jol diagnosztizalhatd TVS
segitségével, a kicsiny peritonealis (SPE) laesiok felderitésére, illetve igazolasara azonban
alkalmatlan. A CT vizsgalatot endometriosis gyantja esetén nem alkalmazzak rutinszerlien a
korkép diagnosztizalasara. Bar a laesiot kimutatja, a kép alapjan az eltérés altalaban nem
kiilonithetd el mas tipust teriméktdl, illetve a sugarterhelése is nagy. A CT vizsgalat soran
endometrioisis altalaban véletlenszertien, vagy mellékleletként keriil felfedezésre, féleg az
extragenitalis formak altal okozott panaszok kivizsgalasakor (Zuber és mtsai, 2022). Az MRI
vizsgalat draga, ugyanakkor kivalo képalkoto eljaras az endometriosis diagnosztikajaban. OMA
esetén példaul konnyen elkiilonithetd a bevérzett egyszerii (simplex) ovarialis cystaktol. Az
MRI képalkotast endometriosisban leggyakrabban a laesio kiterjedtségének felmérésére, illetve
stddium meghatdrozdsara alkalmazhatjuk. Foként DIE esetén segiti a mitéti eljarasok
preoperativ tervezését. Az SPE-k kimutatasara viszont az MRI éltaldban nem alkalmas, az
elvaltozasok kis mérete miatt (Foti és mtsai, 2018). Szamos biomarkert vizsgalnak jelenleg is,
amelyek vérvételt kovetden diagnosztizalhatova teszik az endometriosist. Eddig azonban egyet
sem azonositottak, amely specifikus lenne a korképre és szenzitiven azonositana azt (Parasar
és mtsai, 2017). A legalkalmasabb és legkecsegtetobb jelolt jelenleg a CA-125. Bar a
szérummarker szintje egyéb betegségben is megndvekedhet (pl.: bizonyos ovarium
tumorokban, gyomor-bélrendszeri daganatokban), az ectopias szOvet esetén altalaban
emelkedett az értéke. Ebben az esetben a CA-125 a laesio eltavolitasa utan tokéletesen alkalmas
a mitéti beavatkozéas hatdsossdganak kovetéses detektalasara, csokkend szérumszintje az
eliminacié eredményességét bizonyithatja (Muyldermans és mtsai, 1995). Az endometriosis
invaziv diagnosztikai eljarasai kozé tartoznak az operativ eljarasok: a laparotomia (nyitott hasi
mutét) és a laparoscopia. Utobbit altalaban elsdként valasztjak, tekintettel arra, hogy a
beavatkozast kovetden a postoperativ fajdalom kisebb mértékii, a hospitalizacio ideje rovidebb,
illetve a gyodgyulds is gyorsabban végbemehet, valamint a kisebb bdrmetszések miatt
esztétikailag is szebb eredményt biztosit (Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). A laparoscopia az
endometriosis diagnosztizaldsa szempontjabol j6 ideig ,,gold-standard” eljarasnak szamitott,
tekintve, hogy a jellegzetes endometrioid elvaltozasok (koztiik a kisméreti SPE-K is)
vizualizalhatok a modszer segitségével (Zuber és mtsai, 2022). A mitéti beavatkozasok

ugyanakkor a diagnosztizalas mellett terapids lehetdséget adnak az endometriosis esetében,
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ugyanis a koros szovetek az ecljaras altal legtobb esetben eltavolithatova valnak (Becker és
mtsai, 2022). Bar az eddig emlitett modszerek bizonyithatjak a korkép fennallasat, azonban a
végleges diagnozist a korszovettani vizsgalat adja, illetve az erdsiti meg. Az ectopias
endometrium szoveti felépitése hasonld, mint az eutopids nyalkahartyaé: endometrialis mirigy
¢s endometrialis stroma sejtek alkotjak. A testbdl ki nem tirithet6, felgyiilemld vért igyekeznek
eltavolitani a szoveti macrophagok, amelyek a hemoglobin hem részét nem tudjak lebontani,
igy haemosiderin pigmenteket halmoznak fel (Camboni és mtsai, 2021). Az eltavolitott ectopias
szovetben az endometrialis mirigyek, a CD10 pozitiv endometrialis stroma sejtek és a
haemosiderin tartalmi macrophagok koziil kettd jelenléte igazolja a korképet, illetve megerdsiti
az endometriosis diagnézisat (Signorile és mtsai, 2023) (12. dabra). Napjaink kutatasai

alatamasztjak, hogy az endometrioid laesiokban a mirigyek és stroma mellett a méhiri
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12. dbra
Az ovarialis endometrioma cystafal szévettani szerkezete (sajat minta). H&E festés, 10% (1)
és 20 x nagyitasban (2). Az endometriosis diagnozisat 3 sejtfélesegbol 2 jelenléte igazolja.
Ezek az endometrialis mirigyek (sdarga nyil), az endometrialis stroma (piros nyil) és a
haemosiderinnel telt macrophagok (sotétkék nyil). (Szovettani metszetrdl készitett sajat foto).

Az endometriosis kezelése a mai napig sem megoldott kérdés. Nincs egyontetii
protokoll a kérallapottal kapcsolatos problémak megoldéaséara, csupan terapias lehetdségek és
terapias (protokoll) ajanlasok léteznek (Becker és mtsai, 2022). A kezeléseknek két f6 célja
lehet: az ectopids szdvet eliminacidja és az altala okozott szovédmények megsziintetése,
megoldasa, illetve mérséklése (Rafique és mtsai, 2017). A terapia modja tobb dologtol fligg,
koztiik a tiinetektdl (pl.: infertilitas, fajdalom), valamint a laesio helyétdl és kiterjedésétdl
(Parasar és mtsai, 2017). A kezelési modszerek kozott vannak konzervativ és operativ

lehetdségek is. Elobbinél szdba jon a gyogyszeres kezelés (hormondlis és nem hormonalis
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készitmények), valamint komplementer eljarasok, utobbinal a laparoscopos és laparotomids
megoldasok (Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). A farmakoldgiai lehetéségek a mar kutatasokkal
igazolt, endometriosisban detektalt molekularis eltéréseken alapulnak (pl.: gyulladasos
mediatorok felszabadulasa, az ectopias szovet Osztradiol dependencidja, az aromataz enzim
fokozottabb aktivitdsa, a megnovekedett VEGF expresszio, stb.). A nem hormonalis
gyogyszerek kozott pre- €s postoperativan, valamint miitét nélkiil is alkalmazhatok a nem-
szteroid tipusu gyulladascsokkenték (NSAIDs). Ezek elsdsorban a kronikus gyulladasos
folyamatok okozta fajdalmak csokkentésére alkalmazhatok. Non-szelektiv (COX-1 és COX-2)
¢és szelektiv COX-2 gatlok egyarant hasznalhatok. Utobbiak a COX-2 receptorok
endometrioidban mért magasabb koncentracidja miatt hatdsosabbnak bizonyultak. Hasonlo
modon, €s szintén elsdsorban fajdalomesillapitasra alkalmazhatok a kombinalt fogamzasgatlo
készitmények (COCP-combined oral contraceptive pills), amelyek ethynilestradiolt ¢és
valamely gesztagén komponenst tartalmaznak. Analgetikus hatdsuk mellett gatolhatjdk az
alkalmazhatok a hormonalis lehet6ségek kozott (Becker és mtsai, 2022). Hatranyuk, hogy
fokozzak a thromboembolias szovédmények kockazatat (Rafique és mtsai, 2017). Ennek
kivédésére alkalmazhatok (pro)gesztagén készitmények (pl.: medroxiprogeszteron-acetat,
dienogest, levonorgestrel) is, amelyek szintén gatolhatjdk az endometrioid ndvekedését
(Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). Szintén hasonld6 médon alkalmazhatok szelektiv progeszteron
receptor modulatorok (SPRMs, pl.: mifepriston, ulipristal). Az androgén hatasti danazol
hazénkban nem forgalmazott, hatékony szer, ugyanakkor virilizalé mellékhatasai miatt kevésbé
preferalt (Rafique és mtsai, 2017). A GnRH agonistak és GnRH antagonistak az elézéekben
emlitett készitmények hatastalansaga esetén hasznalhatok masodvonalbeli készitményként
(Becker és mtsai, 2022), illetve kémiai kasztraciot okozé hatasuk miatt hasznalatuk az
endometrioid laesio ,ki¢heztetését” szolgalja. Menopausa-szerli mellékhatasaik miatt (pl.:
csontritkulas, hohullamok, libido csokkenése, hiivelyszarazsag) legfeljebb 6 honapig
alkalmazhatok ezek a készitmények (Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). Az enzimgatlok koziil
emlitést érdemelnek az aromataz-inhibitorok és a statinok. Eldbbiek hasznalata még kisérletes
fazisban van, kecsegtetd eredményekkel, utobbiak koleszterincsokkentd hatasuk révén gatoljak
a szteranvazas hormonok szintézisét €s antioxidans hatassal rendelkeznek (Rafique és mtsai,
2017). Ajanlasok alapjan az aromataz-gatlok jelenleg masod-, illetve harmadvonalbeli
készitményként alkalmazhatok (Becker és mtsai, 2022). A kisérletes szerek koziil
megemlitend6k a VEGF-gatlok, amelyek az ectopids szovet fokozott érujdonképzddését

gatoljak (Rafique és mtsai, 2017). A miitéti eljarasok az endometriosisos laesio eltavolitasat
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cé¢lozzak, amennyiben az lehetséges. OMA esetén, a fertilitds megtartdsa (minél tobb ép
petefészek tiisz6 konzervalasa) miatt preferalt megoldas a cysta (ill. cystafal) teljes kihdmozasa
(ovarialis endometrioma cystectomia). Az SPE-k esetén a koros szovetek ablatidja (coagulatio
vagy vaporisatio) és kimetszése (excisio) egyarant elfogadott megoldas. A DIE esetén a
preoperativ feltérképezés (pl.: MRI vizsgalattal) gyakorlatilag elengedhetetlen. Sokszor (pl.:
zsigeri szervek beszlirtsége miatt) sziikség lehet tarsszakmak segitségére, a hugyuti szervek
érintettsége esetén urologus, a belek érintettsége esetén sebész kollégdk bevonasara
(Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). Extragentialis lokalizacio igazolasa esetén szintén szakmakozi
egyiittmiikodés sziikséges (Becker és mtsai, 2022). Az eredményesség és a miitétek kivitelezése
nagyban fiigg az operatdrok tapasztalatatol és felkésziiltségétol is. A miitétekkel az ectopids
szovetek altal okozott szovodmények megoldasara is lehetdség adodik. A peritonealis
Osszendvések oldasa (adhesiolysis) segithet a fajdalom megoldasaban a lekotott szervek
felszabaditasa altal. Ritkén alkalmazott analgetikus megoldés lehet a fajdalmat elvezetd idegek
kiiktatasa (pl.. LUNA-laparoscopic uterine nerve ablation, PSN-presacral neurectomy)
(Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). A meddbéségi kivizsgalas részeként lehetéség nyilik a
petevezetOk atjarhatdosdganak vizsgalatara is a méhiireg feldl torténd indikator festékanyag
befecskendezésével (CHT-chromohydro(per)tubatio). Amennyiben a tuba uterinak
atjarhatatlanok, az infertilitas megoldasaként szoba johetnek asszisztalt reprodukcios eljarasok
is (pl.: IVF-in vitro fertilisatio) (Becker és mtsai, 2022). Az endometriosis kezelés
komplementer megoldéasai koz¢ tartozik a kiilonféle diétak alkalmazésa, a rendszeres testedzés
¢s az akupunktura is (Kalaitzopoulos és mtsai, 2021). Az eddig emlitett konzervativ és operativ
terapias lehetdségek egymadssal kombinalhatok. Lényegében az Gsszes harom f6 iranyelvet
képvisel: a termékenység megdrzését €s fenntartasat, a fajdalomesillapitast €s az ectopias laesio
eliminacidjat, valamint kiGjulasanak megel6zését (Horne és mtsai, 2022). Sajnos utdbbi szinte
lehetetlen feladatnak bizonyul, tekintve, hogy a konzervativ és az operativ megoldasok mellett
is maradhatnak mikroszkopikus méretli ectopias szovetmaradvanyok, amelyek 0j laesiokat
képezhetnek (Khan és mtsai, 2014). Valamint, mivel a korallapot kivalté oka(i) ismeretlen(ek),
ezért azok fennmaradasa esetén az ectopids szovet képzésének hajlama a szervezetben
megmaradhat (Guo, 2009). Az endometriosis kezelésénél fontos, hogy a korallapotra
specializalodott és tapasztalt orvos, illetve orvosi team tervezze meg és végezze a kezeléseket.
Tovabba fontos az is, hogy az endometriosis soksziniisége miatt a terapia egyénre tervezett

legyen (Horne és mtsai, 2022).
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1. CélKitiizés

Jelen dolgozat kutatdsi munkaja soran célom volt a PACAP ivarszervek patologias
folyamataiban betoltott szerepének felderitése. A kisérletek alatt Alzheimer-kort modellezd
egerek heréit, illetve az endometriosis jelatvitelét vizsgaltam. A kutatdst hdrom részre
osztottam, ¢s a dolgozatban a kisérletek soran felhasznalt anyagokat ¢s modszereket, valamint

a kapott eredményeket is e szerint a felosztas szerint ismertetem.

Az elsé kutatasrészben célom Vvolt a kovetkez6 kérdések megvalaszolasa:
- Megfigyelhetok-e elvaltozasok az Alzheimer-kort modellezd egerek heréiben, €s ha
igen, szerepet kap-e ebben a neurodegenerativ betegségben sériil6 PACAP-jelatvitel?
- A korképben ismerten hasznos fizikai aktivitas képes-¢ befolyasolni az esetlegesen

észlelt eltéréseket?

Az endometriosis tanulmanyozdsa soran sziikséges azt Gsszehasonlitani egy hozza hasonlo
kontroll szovettel, a human endometriummal. A fizioldgias nydlkahartya kinyerése ¢€s kisérletes
felhasznalasa komoly nehézségekbe iitkozik. A masodik kutatasrészben ezért célom volt a
kovetkez6 feltarasa:
- A mitéti eljardsokkal nyerhetd endometrium mintdk mekkora hanyada alkalmas
molekularis  kisérletekbe valdo bevonasra, illetve az endometriosissal valo

Osszehasonlitasra?

Ennek meghatarozasa utan pedig a harmadik kutatasrész soran célom volt a kovetkezok
feltarésa:
- Az endometriotikus szovetekben expresszalodnak-e a PACAP, valamint a
neuropeptidet koto receptorok?
- A PACAP adagolés befolyasolja-e az endometriosis kialakulasa soran megfigyelhetd

molekularis elvaltozasokat, kiemelten a TGFB-jelatvitel eltéréseit?
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111. Anyagok és modszerek

111.1. Az elso kutatasrész soran alkalmazott anyagok és modszerek

111.1.1. A kutatasban alkalmazott allatok

A kutatdas soran Alzheimer-transzgenikus (B6C3-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/J) és
transzgenikusan nem modositott, vad tipusi himivari egereket hasonlitottunk Gssze. Az
egyedek harom kisérleti csoportba oszthatok: transzgenikusan nem modositott €s aktiv
testmozgast nem végzo egerek (WT), Alzheimer-transzgenikus ¢és aktiv testmozgast nem végzo
egerek (AD), illetve Alzheimer-transzgenikus, aktiv testmozgast végz6 egerek (TAD). Minden
kisérleti csoportban 5-5 egyed vett részt. Az egerek tartdsat és a kutatdst mindvégig az
allatkisérletekre vonatkozo etikai iranyelveknek megfeleléen végeztiik (jelen kutatds Etikai
Bizottsagi engedély szama: PEI/001/2105-6/2014 (09.07.2014), Semmelweis Egyetem). Az
allatok tartasat és aktiv testmozgatasat a Semmelweis Egyetem Testnevelési és Sporttudomanyi
Karanak munkatarsai végezték. A 12-12 6ras nappali és éjszakai fényviszonyoknak megfeleld
ciklusok kozott tartott egerek a vizhez és a taplalékhoz a nap folyaman konnyen hozzafértek.
Az aktiv testmozgast végzd egerek tréningje futdkerék igénybevételével tortént. Az allatok egy
héten 4 alkalommal végeztek 1 6ranyi testmozgast, amelyet 10 edzésegységre osztottak. Egy
edzésegység 2 perc hosszisagu alacsony intenzitast (10 m/perc) €s 4 perc hossziisdgi magas
intenzitasu (20 m/perc) futasbol allt. Megjegyzést érdemel, hogy a kutatasban transzgenikusan
nem modositott, aktiv mozgast végzd allatok is részt vettek. Mivel azonban a késdbbiekben
ezen egerekbdl kapott molekularis eredmények nem tértek el az aktiv mozgast nem végzé WT
egyedekéeétdl, ezért az aktiv mozgast végz6 WT csoportot kivettik az eredmények
kiértékelésénél. Az Gsszes allat genotipizalasat Phire Animal Tissue Direct PCR Kit (Thermo

Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével végezték, a gyartd instrukcioit kovetve.
111.1.2. A szovetek HE festése és elemzése

A kutatasban résztvevd egereket 3 honapos korukban terminaltak. Egy allatbol eltavolitott
mindkét herét haromszor PBS oldatban atmostuk, majd horizontalis sikban elfeleztiik. A felek
egyikét abszolut etanol és 40%-os folmaldehid oldat 4:1 aranyu keverékében fixaltuk. A mintat
paraffinalast és bedgyazast kovetden az atvagott felszinnel parhuzamosan metszettiik le
szilanizalt targylemezekre. Ezt kvetden, a metszeteket hematoxilin-eozin (HE, Sigma-Aldrich,
MO, USA) szdvettani festési eljarassal, a forgalmazoé instrukcié alapjan megfestettik. A HE
metszeteket DP74 kamera (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) hasznalataval, Olympus Bx53
mikroszképpal (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) foté dokumentaltuk. A gonadokban a
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kanyarulatos csatorndk membrana basalis vastagsagat mértiik, valamint harom sejttipusat
(spermatogonium, spermatocyta és spermatozoa), tovabba az interstitium Leydig-sejtjeit
szamlaltuk meg. A membrana basalis vastagsaganak leméréséhez Image) 1.40 g freeware
programot hasznaltunk. A szoftver segitségével a membrana basalis hossztengelyére merdleges
vonalakat rajzoltunk. Ezek pixelszamat lemérve, az eredményeket mikrométer értékekre
konvertaltuk. A WT, AD és TAD kisérleti csoportokon beliil mind az 5-5 here értékeit, 20
fiiggetlen mérés segitségével atlagoltuk. A kiilonbozd sejtek meghatarozasa mikroszkdpos
morfologiai jellegzetességeik azonositdsa alapjan tortént. A membrana basalis kozelében
elhelyezkedd kerek, sotéten festddo sejteket spermatogoniumként, a kanyarulatos csatornak
lumene felé huzodo rétegben talalhatd kerek sejtmagvu sejteket spermatocytaként, a lumen
kozelében talalhatd sotét, megnyult sejtmagvi sejteket spermatozoaként azonositottuk. Az 1-es
¢s Il-es tipusu spermatocytdk kozott jelen kutatdsban nem tettiink kiilonbséget. A Leydig-
sejteket a kanyarulatos csatornak k6zotti térség eozinofilan festddo sejtjeiként azonositottuk. A
sejtek szamlalasat 10x-es nagyitas mellett 3 kutaté egymastdl fiiggetleniil végezte el 10

kanyarulatos csatornan, 5 kiilonallo latotérben.
111.1.3. Konvencionadlis RT-PCR

Egy allatbol az elfelezett gonadokbol egy felet konvencionélis RT-PCR segitségével vizsgaltuk.
A mintat mechanikai zazas utan TRIzol reagens (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével oldottuk fel, majd a gyarté RNS izolalasi protokolljat alkalmazva, 30 perc 4°C-0s
inkubacios 1dot kovetden az izolalt total RNS-t nukleazmentes vizben (NFW) oldottuk fel és -
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziilékkel detektaltuk.
Az 6sszes minta azonos RNS koncentraciora torténd higitasat kovetden, a reverz transzkripciot
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével végeztik el. A kutatds soran a kovetkezd molekuldk mRNS expressziojat
vizsgaltuk: PACIR, VPACIR, VPAC2R, PKA, So0x9, Sox10, PP2A, IV-es tipusu kollagén, IX-

es tipust kollagén és testatin. Haztartasi génként az aktin bizonyult a legstabilabbnak.
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Annellicids hom érsékle:
Gén Primer Nukleotid szkrencia s hom t Termékhossz(bp)
(Tm - °C)
forward TATTACTACCTGTCGG TG AAG
PAC] 52 213
reverse ATGACTGCTGTCCTGCTC
forward TITGAG GAT TTC GGG TGC
VPAC1 53 266
reverse TGG GCC TTA AAG TTG TCG
forward CTC CTG GTAGCC ATC CTT
VPAC2 53 149
Teverse [ATG CTG TGG TCG TTT G TG
forward GCAAAG GCTACAACAAGGC
PKA (Prkaca) 53 280
Teverse ATGGCAATCCAG TCAATCG
forward (GTACCC GCATCTGCACAACG
Sox® 62 521
Teverse GTG GCAAGTATTGGTCAAACTCATT
forward ACG ACTGGACGC TGG TGC
Sox10 58 283
reverse CGC CGAGGT TGG TAC TTG TAG
forward CTC TGC GAG AAG GCT AAA
PPIA (Ppplca) 34 436
reverse TGATIC CCTCGG AGT ATG
R forward TCGGCTATTCCT TCG TGATG
Collagen IV . 109
(Col4al) 52 2
reverse GGATGGCGTGGGCTICTT
forward CAGGTICCGATGGICTICC
Collagen IX . 192
Col9a3; o -
(Col$as) reverse  [CTG TIG CTCCCT ToTCCC
forward CTG GAG GGAGAAGGT Aaa
Testatin (Cys9) 51 142
reverse CAG GCAGGTGAAGGTATT
forward GCCAACCGTGAAAAG ATGA
Actin (Acth) 54 162
Teverse CAAGAAGG AAGGCTGGAAAA

1. tablazat
A kutatas soran PCR kisérletekben alkalmazott primerek adatai.

A kiilonboz6 gének primerjeit PrimerBlast freeware program alkalmazasaval terveztiik, melyet
az IDT (Integrated DNA Technologies, Interleuvenlaan, Belgium) gyartott le (/. tdbldzat). A
Cycler; Labnet International, Edison, NJ, USA) segitségével kiviteleztiik. Az els6, 2 perc 95°C-
0s lépést kdvetden zajlott a hibridizacido 35 ciklusban (30 masodperc 94°C-os denaturaldst
kovetden 45 masodperc anellacido a mindenkori primerpar optimalizalt reakcidhdmérsékletén,
majd DNS szintézis 72°C-on 90 masodpercig), végiil az utolso 1épés kovetkezett 7 perc 72°C-
os hdmérsékleten. A PCR termékek futtatasa 1.2%-0s, etidium-bromid tartalmti agardz-gélen
tortént (120 V fesziiltségen, 300 mA aramerdsséggel, 01:45 idével). Ezt kdvetden a gél savjait
FluorChem E géldokumentacios rendszer (FluorChem E, ProteinSimple, CA, USA)
segitségével UV fény alkalmazéasaval fotd dokumentaltuk. A PCR termékek megfeleld

savjainak integralt denzitasértékét ImageJ 1.40 g freeware program segitségével hataroztuk
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meg. Minden gén integralt denzitdsértékét a sajat haztartdsi gén integralt denzitasértékére

normaltuk, majd ezt kdvette a statisztikai kiértékelés.
I11.1.4. Western blot

Egy allatbol az elfelezett gonadokbol egy felet Western blot segitségével vizsgaltunk. Egy
mintadt mechanikai z(zéast kovetéen 100 pL protedz-gatld tartalma RIPA puffer oldatban
homogenizaltunk. A szuszpenziét 30 masodpercig 40 A pulzacioval szonikaltuk (Ultrasonic
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk meg. Az
abszorbanciareakcion alapuld koncentracio-meghatdrozds soran MicroWin 2000 szoftver
viszonyitottuk a mintak abszorbancia értékét. A gorbe meredekségébdl és az abszorbancia
értekekbdl  visszakovetkeztettink a  mintdk  fehérjekoncentracié  értékére. Az
abszorbanciaértékeket 570 nm-es hullamhosszon Hidex Bioscan Plate Chameleon
Luminometer (Hidex, Turku, Finland) segitségével detektaltuk. Ezt kovetéen, a
fehérjeszuszpenziok denaturalasat és az egységes fehérjekoncentracio elérését 1x-es Laemmli
puffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) hozzaadasaval 95°C-os hémérsékleten 10
perc hevitéssel értiik el. Egy minta fehérjéinek tomeg szerinti szeparalasat 7,5%-0s SDS-
poliakrilamid gélen vald futtatdssal végeztik el. Ezt kovetden az elektroforetikus
fehérjetranszfer nitrocellul6z membranra tortént. A kutatds sordn a kovetkezd molekuldk
fehérjeexpressziojat vizsgaltuk: PACIR, VPACIR, VPAC2R, PKA, Sox9, P-Sox9, Sox10,
PP2A, IV-es tipust kollagén, IX-es tipust kollagén és testatin. Belsé kontrollként az aktin
fehérjeexpressziojat detektaltuk (2. tablazat).
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Antitest Gazdaallat Higitas Gyirto
Anti-Col. IX nyul, poliklonadlis 0,388888889 Abcam, Camridge, UK
Anti-Col. IV nyul, poliklondlis 0,597222222 Abcam, Camridge, UK
. . Santa Cruz Biotechnology.
Anti-Testatin nyul, poliklonalis 0,25 Dallas, TX, USA
Anti-PKA C nyil, poliklondlis 0458333333 | S‘g“al"g’sim‘m' MA,
Anti-Sox9 nyul, poliklonalis 0,458333333 Abcam, Camridge, UK
. . Sigma-Aldrich, St. Louis,
i-P- i 222222 = - -
Anti-P-Sox9 nyul, poliklonélis 0.597 MO, USA
Anti-Sox10 nyul, poliklonalis 0,388888889 Abcam, Camridge, UK
Anti -PP2A C nyil, poliklonalis 0458333333 | S‘g“a]“’g’sgam’m' MA,
. . . e . Sigma-Aldrich, St. Louis,
Anti-Actin egér, monoklondlis 1:10000 MO, USA

2. tablazat
A kutatas Western blot kisérleteiben és immunhisztokémiai festései soran alkalmazott primer
antitestek adatai.

A nitrocelluloz membran aspecifikus jeleinek blokkolasat 5%-0s tejporos PBS oldattal
végeztiik. A mindenkori vizsgalt fehérje ellen termeltetett primer antitest bek6tddési reakcioja
egy ¢€jszakan at 4°C-os hémérsékleten zajlott. A primer antitest tejporos PBS oldatban torténd
higitasat a gyarto ajanlasanak megfeleléen végeztiik. A be nem kotddott antitestek eltavolitasa
0,1%-0s Tween 20-at (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tartalmaz6 PBS oldattal
(PBST) tortént. A peroxidaz-enzim konjugalt szekunder antitestek (anti-rabbit, illetve anti-
mouse 1gG, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) higitasat 1:1500 aranyban PBST
oldatban végeztiik. A szekunder antitestek bekdtddési reakcioja 60 percen at, folyamatos
razatas mellett (100 rpm) 37°C-on tortént. A be nem kotddott antitestek eltavolitasa szintén
PBST oldattal tortént. A nitrocellul6z membran fehérjesavjait kemilumineszcens kit (Advansta
Inc; CA, USA) alkalmazéisaval, a gyartd ajanlasanak megfelelden, FluorChem E
géldokumentacios rendszer (FluorChem E, ProteinSimple, CA, USA) segitségével fotod
dokumentaltuk. A vizsgalt fehérjek megfeleld kDa tomegii savjainak integralt denzitasértékét
ImageJ 1.40 g freeware program segitségével hataroztuk meg. Minden fehérje integralt
denzitasértékét a sajat belsd kontroll (aktin) integralt denzitdsértékére normaltuk, majd ezt

kovette a statisztikai kiértékelés.
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111.1.5. Immunhisztokémiai festés

A szovetek HE festésénél részletezett modon (1d. I11.1.2.) elkészitett szovettani preparatumokat
immunhisztokémiai festési eljarassal is vizsgaltuk. A kutatds sordn a kovetkezd molekulakat
detektaltuk: P-Sox9 és IV-es tipust kollagén (2. tabldzat). A herékbdl készitett metszeteket
deparaftinalast, valamint leszallo alkoholsorral és PBS oldatokkal torténé hidralast kovetéen
elokészitettilk a festési eljarasra. A preparatumok nem specifikus kotohelyeit 1%-0s BSA
(Amresco LLC-VWR Life Science Products, OH, USA) tartalmu PBS oldattal blokkoltuk
37°C-on 60 percig. PBST oldatos mosast kovetéen a mindenkori vizsgalt molekula ellen
termeltetett primer antitest bekotddési reakcidja egy éjszakan at 4°C-on zajlott. A PBST
oldatban torténd primer antitest higitdsdnak mértékét a gyarto javaslata alapjan hataroztuk meg.
A be nem kotddott antitestek kimosasa PBST oldattal tortént. A fluoreszcens festékkel jelolt
szekunder antitestek (Alexa Fluor™ antibody, Life Technologies Corporation-Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA) bekotddési reakeioja sdtétkamraban szobahdmérsékleten 120
percig zajlott. Az antitesek higitasanak aranya PBST oldatban 1:1000 volt. A be nem kotédott
antitestek kimosasa szintén PBST oldattal tortént. Ezt kovetden a prepardtumok fedését DAPI-
tartalmu Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Peterborough, England)
fedéanyaggal végeztiik. Az immunfluoreszcens metszetek fotodokumentéaldsa DP74 kameréaval
ellatott Olympus Bx53 mikroszkoppal (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) tortént cellSense
Entry 1.5 szoftver (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan) hasznalataval.

111.1.6. Statisztikai analizis

Jelen kutatdsban a hdrom vizsgalt csoportbol (WT, AD és TAD) nyert eredményeket
hasonlitottuk 0ssze. Egy csoportban 5-5 egyedet vizsgaltunk. Az AD csoport eredményeit a WT
csoport, a TAD eredményeit pedig az AD csoport eredményeivel hasonlitottuk 6ssze. A PCR
¢s a WB kisérletekben minden denzitasértéket a haztartasi gén, illetve a haztartasi fehérje
(mindkét esetben az aktin bizonyult a legstabilabbnak) denzitasértékére normaltunk. A vizsgalt
csoportok sajat kontrolljdhoz viszonyitott szignifikdns eltéréseit kétmintas t-proba
alkalmazasdval mutattuk ki. A szignifikancia kiiszobértékét p<0,05 értékben hataroztuk meg.
A vizsgalt csoportoknal a kontroll csoportjahoz viszonyitas mértékét 0,0-1,0 értékben adtuk
meg. Az abrak az eredmények demonstralasat szolgaljak, melyek mind az 5 egyed csoporton

beliili normalt denzitasértékeit tiikrozik.
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111.2. A masodik kutatasrész soran alkalmazott anvagok és modszerek

111.2.1. A klinikai adatok gyiijtése

A klinikai adatok gyljtése a Debreceni Egyetem Egészségiigyi Finanszirozasi és Kontrolling
Igazgatosag Betegdokumentacios Osztaly altal biztositott lista alapjan a DE KK E-MedSolution
rendszerébdl tortént (Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regiondlis és Intézményi
Kutatéasetikai Bizottsag kutatasra kiadott engedélyszama: H.0180-2020). Az altalunk kért lista
a 2017 januarja ¢és 2020 marciusa kozott a DE KK Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikarél DE
KK Patologia Intézetbe ,,Szabalytalan havivérzés k.m.n.” (N9260) BNO koddal feladott miitéti
minték, illetve az operalt betegek adatait tartalmaztak. Osszesen 1162 eset zarojelentését és az
eltavolitott mintak korszovettani leletét tanulmanyoztuk at. Minden esetben egy tablazatban
rogzitettiik a kovetkezd adatokat: a beteg ¢letkora, az elvégzett miitét tipusa, a miitét
indikacidja, a minta kérszovettani diagndzisa, illetve volt-e a pdaciens korelézményében

endometriosis vagy adenomyosis.

111.2.2. A korszovettani diagnozisok csoportositisa

Az Osszes eltavolitott méhnyalkahartya minta esetében 21 féle korszdvettani diagnozis kertilt
leirasra. Patologus kolléga javaslatira, annak céljabol, hogy attekinthetobb legyen az
eredmények értékelése, a hasonld tulajdonsaggal bird korszovettani diagndzisokat nagyobb
csoportokba soroltuk (3. tdbldzat). Ezzel a modszerrel 10 korszovettani csoport szamadatait
tudtuk attekinteni, és mindezekbdl kovetkeztetéseket levonni. Az emlitett csoportok a
kovetkezOk voltak: proliferacios fazisképli endometrium, szekrécids fazisképli endometrium,
menstruacidés fazisképli endometrium, exogén hormonhatds jeleit mutaté endometrium,
menopauzalis endometrium, tovabbi korszovettani elemzésre alkalmatlan endometrium,

endometrium polypus, endometrium hyperplasia, malignus tumor és endometritis.
111.2.3. A klinikai és a korszovettani kizdrasi és bevalogatdsi kritériumok

Az operaciod soran egy betegbdl eltavolitott szovet korszdvettani diagndzisa ismeretlen a miitét
idépontjaban. Ahhoz, hogy noveljiik annak esélyét, hogy egy alapkutatasokat (molekularis
kutatasokat) végzd laboratdriumba egészséges méhnyalkahartya szovet érkezzen, célszerii
klinikai szempontok alapjan kizarasi és bevalogatasi kritériumokat alkalmaznunk (4. tabldzat).
Minden olyan koriilmény kizarando tényezdt jelent, amely az endometrium koros allapotara
utalhat. Ennek figyelembevételével kizarasra keriiltek azok az esetek, ahol az operalt beteg 45
évnél iddsebb volt, illetve ahol a preoperativ vizsgalatok az endometrium koéros allapotat

bizonyitottdk, vagy annak gyantja mertlt fel (pl.: ultrahang vizsgalattal igazolt megvastagodott
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endometrium, illetve endometrium polypus). Kizarasra keriiltek tovabba azok az esetek, ahol a
méhnyalkahértya kinyerése csupan kiegészitd része volt egy ndgyogyaszati mutétnek (pl.:
cervicalis polypus ablatio, LEEP miitét), valamint ahol a beteg korelézményében a
méhnyalkahartya igazolt elvaltozasa, illetve endometriosis szerepel. Mindezek mellett
kizarasra keriiltek olyan korallapotok, amelyek megvaltoztathatjak, illetve befolyasolhatjak az
endometrium élettani folyamatait. Ilyen miitéti javallatot jelentett a perimenopauzalis, illetve a
posztmenopauzalis vérzés, a cervicalis cytoldgiai atypia, a méhen beliili eszkoz (IUD)
eltavolitasa, valamint a preoperativ méhkaparas egy igazolt méhen beliili elvaltozas (pl.: tumor)
miatt.

A felsorolt kizérasi kritériumokat figyelembe véve, klinikai szempontok alapjan molekularis
vizsgalatra vald bevonasra keriiltek a kovetkezd esetek (bevalogatasi kritériumok): ahol az
operalt beteg 45 évnél fiatalabb volt, valamint a ndgyogyaszati miitét kizdrolag az endometrium
méhiiregbdl valod kinyerését célozta. Ezek a miitétek a méhnyalkahartya kapardas (D&C:
curettage, fractiondlt curettage, abrasio, fractionalt abrasio), illetve a méhnyalkahartya
biopszias (HSC: HSC + endometrium biopszia és TCRE) miitétek voltak. Bevalogatasra
keriiltek tovabbé azok az esetek, ahol a miitét javallata vérzészavar miatt tortént (pl.: elhuz6do,
bd hiivelyi vérzés, irregularis menzesz).

A minta korszovettani diagnodzisa csak a minta patoldgiai vizsgalata utan valik ismertté.
Retrospektiv vizsgalattal igy csak az egészséges szovetek keriilhetnek alapkutatasos vizsgalatra
valo bevonasra. Ennek alapjan korszovettani bevalogatasi kritériumot jelentett a proliferacios
és a szekrécids fazisképet mutatdé endometrium. Minden egyéb diagndzis, amely a
méhnyalkahartya koros allapotara utal, vagy annak fiziologids miikodését befolyasolja

korszovettani kizarasi feltételt jelentett.
111.2.4. Matematikai analizis

A korabban emlitett 10 vizsgalati csoport eseteinek szamadatait szazalékos értékre

konvertaltuk, hogy az eredmények és azok kiértekelése atlathatobba valjon.
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CSOPORTOK

Prolifericios fazisképu endometrium

Szekrécios fazisképil endometrinm

Menstruacios fazisképi endometrium

Exogén hormonhatas

Menopauzilis endometrium

Elemzésre alkalmatlan minta

Endometrium polypus

Endometrium hyperplasia

Malignus tumorok

Endometritis

KORSZOVETTANI DIAGNOZISOK
Proliferacios fazisképi endometrium

- Szekrécids fazisképil endometrivm

- Menstrudcios fazisképi endometrium
Pszeudo-decidualizicid

- Gesztagén hatds jeleit mutatd endometrium

- Pszeudo-menopauzilis endometrium

= Endometrium atrophia

- Deszkvamalt endometrium
Inadekvat minta

- Submucosus leiomyoma

- Polypus endometrii

- Simplex endometrialis hyperplasia

- Simplex glandularis endometrialis hyperplasia
Komplex endometrialis hyperplasia

- Adenomatosus endometrialis hyperplasia
Simplex glandularis atipusos endometrialis hyperplasia
Komplex atipusos endometrialis hyperplasia

- Endometrioid adenocarcinoma
- Carcinosarcoma uterii
- Akut endometritis

Kronikus endometritis

3. tablazat

Az attekinthetobb eredmények értékelése érdekében, a hasonlo tulajdonsaggal biro
korszovettani diagnézisokat nagyobb csoportokba soroltuk.

Tobb példa annak bemutatasara, melyek voltak azok a klinikai és korszovettani szempontok,

4. tablazat
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KLINTIKAI N L - P s - Endometriosis /
BEVALOGATAS Miitéti tipus Miitét javallata Eletkor Korszévettani diagnozis adenomyosis
frakciondlt curettage | elhuzodo, bé vérzés 16 proliferacios fazisképl incs
(Fr.cu.) (HMB) endometrium
LEEP + curettage cervicalis cytologlal 28 CIN-IL, pro]]feramf)s fazisképil nincs
atypia endometrium
frakcionalt curettage [ elhuzodo. bé vérzés 39 proliferacios fazisképl pincs
(Fr.cu.) (HMB) endometrium
frakcionalt curettage| elhuzodo, bd vérzés 44 rendezetlen proliferativ nincs
(Fr.cu.) (HMB) endometrium
hysteroscopia . proliferacios fazisképl .
k Itrahang lelet 44 .
(HSC) oros ultrahang lele endometrium nincs
hysteroscopia elhiz6dé, bd vérzés 26 proliferacios fazisképl van
(HSC) (HMB) endometrium
hysteroscopia elhuzodo, bé vérzés 11 proliferacios fazisképl incs
(HSC) (HMB) endometrium
transcervical .
dezetl liferati
resection of polyp | koros ultrahang lelet 28 et ?d;?l:r(_) craiy nincs
(TCRP) trium
hysteroscopia X proliferacios fazisképi .
k Itrahang lelet 39
(HSC) oros wlrahang kete endometrium fmes
frakcionalt curettage T 48 proliferacios fzfztskepu incs
(Fr.cu.) endometrium
bevalogatasra keriild eset
kizdrésra kerilld eset
kizaras korszovettani ok miatt
kizéras klinikai ok miatt




amelyek alapjan a kiilonbozo méhiiri mintak bevalogatasra, illetve kizarasra keriiltek a
kutatas soran.

111.3. A harmadik kutatasrész soran alkalmazott anyagok és modszerek

111.3.1. A szovettenyésztési eljards

A kutatast a DE KK Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika munkatarsaival kollaboraciéban
végeztiik, akik kétféle mintat biztositottak szamunkra: ovarialis endometrioid cysta fal részletet
(ectopids endometrium minta), illetve HSC miitét soran méhlirbdl nyert méhnyalkahartya
szovetet (eutopias endometrium). Az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos ¢€s
Kutatasetikai Bizottsaga (ETT TUKEB) altal kutatasra kiadott engedélyszdma: 28966-
2/2018/EKU. Laborunk kérésére, mindkét tipustt mintat csak az alabbi esetekben fogadtuk be:
az operalt betegek életkora 18 és 45 év kozé esett, a pacienseknek nem volt kronikusan kezelt
tarsbetegsége, illetve nem alkalmaztak tartdsan gyogyszereket. A miitét sordn eltdvolitott
szoveteket atszallitasig steril fiziologids sodoldatban taroltdk. Minden minta esetében
tajékoztatast kértiink az operalt beteg ¢életkorardl (sziiletési datum), az utols6 rendes
menstruaciojanak 1. napjarél (URM-1.) és a kiildott minta tipusarol.

Az operaciot kovetden, a Jelatviteli Laboratoriumunkba atszallitott mintakat 37°C-os steril
fiziologias sooldattal tobbszor atmostuk, melynek célja a vér, illetve a kisebb szovettormelékek
eltavolitasa volt. Mind az eutopids, mind az ectopids mintak esetében a kutatas soran 5 kezelési
csoportot alakitottunk ki. A kontroll csoporton kiviil, a mintakat ndi nemi hormonokkal, vagyis
osztradiol (17B-estradiol, E2) és progeszteron (P4) oldatokkal, PACAP oldattal, valamint
hormonokkal és PACAP-pal egyiittesen kezeltiink. Tovabba egy etanolos kontroll csoport
kialakitasa is sziikséges volt, mivel a progeszteront abszolut etanolban oldottuk fel. A miitét
napjan beérkezett mintdt ennek megfeleléen 5 egyenld részre osztottuk, a szovetdarabokat
60%15 mm-es sejtkultira tenyésztésére alkalmas petri csészékben (Eppendorf, North America,
Inc; New York, NY, USA) helyeztiik el (/3. abra). A felosztott szovetdarabok tenyésztd csésze
feliiletéhez valo tapadasa érdekében a petri csészék aljara 15 uL matrigel cseppet (Cultrex®
BME, Type 2) oszlattunk el. Tenyészté médiumként 4,5 g/ gliikozkoncentraciojd DMEM (HG-
DMEM) oldatot (Lonza, Bend, OR, USA) hasznaltunk, melyet a kezelés idétartalma alatt
minden nap cseréltiink. Az URM-1. ismeretében a kezelés idétartama a menstruacios ciklus 24.
napjaig tartott. A mintak aktudlis ciklusallapotat (azaz amelyik ciklusnapon a szovet eltavolitasa

megtortént) szintén az URM-1. ismeretében szamoltuk ki.
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13. abra

A kutatas soran 5 kezelési csoportot hoztunk létre: 1. kezeletlen kontroll mintak, 2. etanolos
kontroll mintak, 3. hormonkezelt mintak, 4. PACAP-kezelt mintak, 5. hormon- és PACAP-
kezelt mintak. A hormonkezelt mintdk valtozasait az etanolos kontrollcsoport adataival
vetettiik ossze.

A hormonokkal kezelt csoportok esetében célunk volt in vitro koriilmények kozott imitalni a
menstruacios ciklus soran in vivo megfigyelhetd hormonalis valtozasokat. Ennek elérésére
célunk volt tovabb4, hogy a tenyészté médiumban a hormonok végkoncentracidja megegyezzen
a szérumban mérhetd hormonkoncentraciokkal. Emiatt négyféle hormonoldatot készitettiink az
ovarialis ciklus eltéré hormonallapotainak megfeleléen. A hormonoldatok végkoncentracidja a
médiumhoz val6d adagolést kovetden megegyezett a korai follikularis fazisban, a follikuldris
fazisban, az ovulacios fazisban és a lutealis fazisban mérheté szérum hatarérték koncentraciok
atlagaval. Az E2-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) steril vizben, a P4-et (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) pedig steril abszolat alkoholban oldottuk fel. Az alacsony
hormonkoncentraciok elérését térzsoldatok higitasaval értiik el.

A hormonkezelt csoportok esetében a kezelést a minta mindenkori cikluséallapotanak megfeleld

crer

oldatokkal folytattuk tovabb a kezelést. Példaként emlitheté, ha egy minta az URM-1. alapjan

szamitott 9. napon érkezett laborunkba, akkor elészor a follikularis fazisnak megfeleld

cyey

~~~~~~~~

oldatokkal tovabbi 8 napig, vagyis a 24. ciklusnapig.
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MENSTRUACIOS PROLIFERACIOS SZEKRECIOS
1]2]3]a]s|e6]|7]8]9o]10]11]12]13]14]15]16 |

KORAI FOLLIKULARIS
FAZIS

E2=8,5-75ng/L> - =
42 ng/L FOLLIKULARIS FAZIS

E2=12,5- 166 ng/L > 89 ng/L
P4 =0,06-0,9 pg/L > 0,5 pg/L

OVULACIOS FAZIS

E2=85,8-498 ng/L >
292 ng/L

P4=0,1-12g/L>
6,1 pg/L

14. abra
A hormonkezelt mintak tenyésztése a fentiek alapjan tortént. A mensturacios ciklus
mindenkori napjan beérkezett szovetet az URM-1. napja ismeretében a 24. napig folytattuk.
Az alkalmazott hormondozisoknal az ovarialis ciklus normal E2 és P4 szérumkoncentraciok
hatarértékeinek atlagat vettiik alapul. Az endometrialis ciklus (menstrudacios, proliferdcios és
szekrécios fazisok) elorehaladtaval, a ciklusnapnak megfelelé hormonkoncentraciokat
hoztunk létre a mintak médiumaban.

A PACAP-kezelt csoportok eset¢ében PACAP 1-38 oldatot hasznaltunk. Korabbi
szovettenyésztési  tapasztalatokbol — kiindulva, a PACAP médiumban  mérhetd
végkoncentraciojat 1 ng/ml-ben hataroztuk meg.

Mivel a HG-DMEM médiumot minden nap cseréltiik a mintak minden csoportjan, a hormon-
és PACAP-kezelt csoportok esetében a kezeldanyagokat is mindig frissen adagoltuk a
médiumhoz.

Jelen kutatasban 6 db ectopias mintat és 3 db eutopias mintat hasznaltunk fel.

111.3.2. A szovetek HE festése és korszovettani elemzése

Jelen Kkutatas alapfeltétele volt, hogy az ectopias mintak esetében korszovettani
vizsgalattal igazoljuk az endometriosist, illetve eutopias mintak esetében kizarolag
patolégiamentes méhiliri endometriumot (azaz proliferaciés vagy szekrécios fazisképil)
vizsgaljunk. A laborba érkezé minta méretének fiiggvénye volt, hogy egy kis darab szdvetet
HE festési eljarassal vizsgaljunk tovabb, igy igazolva a korszdvettani statuszat. Amennyiben a
minta mérete ezt nem tette lehetévé, a DE KK E-MedSolution rendszerben utdlagosan
ellendriztiik, hogy az egy betegbdl -eltavolitott, patologiai vizsgalatra kiildott minta
kérszovettani vizsgalata soran mit diagnosztizaltak. Az eutopids szovetek esetében kizarasra

keriilt minden olyan minta, amelynél a normal fazisképli endometriumtol kiilonbozo
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korszovettani eltérés igazolddott. Az ectopias mintak esetében a koérszovettanilag elfogadott
diagnosztikus kritériumok teljesiilése jelentett vizsgalatba vald bevalogatasi feltételt, azaz az
endometrialis mirigysejtek, az endometrialis stromasejtek és a haemosiderin tartalmu
macrophagok koziil legalabb ketto sejttipus jelenléte a szovetben.

Amennyiben a minta mérete lehetévé tette, egy mintadarabot HE festési eljarassal
vizsgaltunk tovabb. A szovetet 4%-0s paraformaldehid-oldatban fixaltuk. Paraffinalas utan 5
um vastagsagu metszeteket készitettiink, amelyeket StarFrost (StarFrost® microscope slides
Knittel Glass, Brunswick, Germany) targylemezeken rogzitettiink. Ezt kovetden, a metszeteket
hematoxilin-eozin (HE, Sigma-Aldrich, MO, USA) szovettani festési eljarassal, a forgalmazo
instrukcioi alapjan megfestettiik. A HE metszeteket DP74 kamera (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) hasznalataval, Olympus Bx53 mikroszképpal (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan) foto dokumentaltuk. A HE festett szovetek korszovettani elemzése patologus kolléga

segitségével tortént.
111.3.3. Konvencionalis RT-PCR

A fentebb részletezett szdvettenyésztési rendszert alkalmazva, mind az ectopias, mind az
eutopias mintak esetében a kezelések utols6 napja a 24. ciklusnap volt. A 25. ciklusnapon
tortént a mintakbol valé RNS izolalas. Az RNS kinyerésére spin-oszlop alapelven miikodé
Invitrogen™ PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific. Waltham, MA, USA)
1zolalo kitet alkalmaztunk. Az RNS kinyerésének ¢€s tisztitdsanak I1épéseit a gyartd ajanlott
protokollja alapjan hataroztuk meg. A 25. ciklusnapon egy adott minta mind az 6t kezelési
csoportjandl a médium leszivasat kdvetden 3 x steril fizioldgias sdoldatos mosas kovetkezett. A
szOveteket tartalmazo petri csészéket ezutan alufoliaval fedett jégrétegre helyeztik a
mintazuzas kivitelezéséig, amelynél egy instrukcidink alapjan kiilon erre a célra gyartott,
mechanikai erdkar-elven miikodd, holégsterilizaloban sterilizalhatod acéleszkdzt hasznaltunk.
Egy kezelési csoport szovetét a zuzodeszkdz eldzetesen folyékony nitrogénnel feltoltott
tartalyrészébe helyeztiik. Az igy megkeményedett szovetet a tartadlyba illeszkedd préshenger
segitségével zuztuk Ossze, majd el6zetesen 4°C-ra hiitott lizispuffer oldatot tartalmazo
centrifugacs6be (Falcon 352099 15 mL Disposable Sterile Conical Centrifuge Tubes, General
Laboratory Supply Inc; Pasadena, TX, USA) helyeztiik. Az adott minta kezelési csoportjai
reggeli Ordkban keriiltek a lizispuffer oldatba. Napkozben 4°C-on, hiitdszekrényben zajlott a
lizis folyamata, a szoveteket pufferoldatban 2 6ranként razattuk. Az RNS izolalas és a tisztitas
folyamatat a kit protokolljat kovetve, a kora esti 6rakban kezdtiik el. Az izolalt total RNS-t 30

pL nukledzmentes vizben (NFW) oldottuk fel. Ezt kdovetéen a mintak tisztasagat és az RNS

57



koncentracidjat Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) késziilékkel detektaltuk MicroWin 2000 szoftver alkalmazédsaval. A mintakat a
masnap torténd reverz transzkripcidig -70°C-on taroltuk. Az 0sszes vizsgalati csoport azonos
RNS koncentraciora torténd higitasat kovetden, a reverz transzkripciot High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével végeztiik
el. A kutatas soran a kovetkezdé molekuldk mRNS expresszidjat vizsgaltuk: prePACAP,
PACIR, VPACIR, VPAC2R, TGFB-1, TGFBR-I, TGFBR-1I, Smad2, Smad3, Oct4, Nanog,
Sox2, p21, VEGF ¢és Aromataz. Haztartasi génként a GAPDH bizonyult a legstabilabbnak. A
kiilonb6z6 gének primerjeit PrimerBlast freeware program alkalmazaséaval terveztiik, melyet az

IDT (Integrated DNA Technologies, Interleuvenlaan, Belgium) gyartott le (5. tdbldzat).

Gén Primer Nukleotid szekvencia Annelliciés himérséklet (Tm - °C) | Tm atlag | Termékhossz (bp)

TeRBI(TeRB) R CTTGCAGGTGOATAGTCCCE o 583 157
Forward GCTTAGGGGTGTGGGTCTTC 57,7

TGFPRI(IGEBRY) | rerse AAGCCAAGTTTTCACCCCCA 574 57.6 110
Forward GCACGTTCAGAAGTCGGATG 56.1

TGFPR-II (TGFBR?2) R:r\::e CTGCACCGTTGTTGTCAGTG 56,8 365 131

smadz smad) G CCAGAATATGCAAGAATGCANTGA o 555 179
Forward GGCTGTCTACCAGTTGACCC 576

Smad3 (MADHS3) Rer\ferse GCTGGCCTAGCTCATCTCTG 57,5 576 167
Forward AAGGCCTCAGCACCTACCTA 57,7

Nanog (NANOGPS) R:T:; TGC.A:CCAGGTCTGAGTGTTC 572 575 181

T e

Sox2 (S0X2) R TAGOTCTOCGAGCTOTOAT w1 70 176
Forward TCTCGATTCGGCAGCAAACT 56.9

Aromatase (CYPIIAL) | cverse GGGCCTGACAGAGCTTTCATA 36,9 369 125
Forward TGACCGCATCTCCCCTCTAA 577

Octd (POUSFI) R:r\‘:;e (}C:GTT';CTGCTTTGCATATCTCC 62 57.0 353

P21 (CDKNIA) Rovene ACATCOCOCCTOAACACAAG. “i 573 7

TR m—e =

T - m— 2
Forward TCATCCTTTGTCGCTTCC 546

PACIR (ADCYAPIRI) R:r\‘;ie GACGGCCTTACATTCCAC 55.5 550 170

VPACIR (VIPRD KO GTTTCCTCATCTCTGCCGTCCA ox 613 129

; . S
VPACR (VIPRY e CAGGCACAGAATTATGCITET <0 63 149

S. tablazat
A kutatas soran PCR kisérletekben alkalmazott primerek adatai.

A vizsgalt gének amplifikaciojat Thermal Cycler (Labnet MultiGene™ 96-well Gradient
Thermal Cycler; Labnet International, Edison, NJ, USA) segitségével kiviteleztiik. Az elsd, 2
perc 95°C-os Iépést kovetden zajlott a hibridizacidé 35 ciklusban (30 masodperc 94°C-0s
denaturalast kovetéen 45 masodperc anellacidé a mindenkori primerpar optimalizalt
reakciohOmérsékletén, majd DNS szintézis 72°C-on 90 masodpercig), végiil az utolsd 1épés
kovetkezett 7 perc 72°C-os hémérsékleten. A PCR termékek futtatasa 1,2%-os, etidium-bromid

tartalmu agar6z-gélen tortént (120V fesziiltségen, 300mA aramerdsséggel, 01:45 idével). Ezt
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kovetden a gél savjait FluorChem E géldokumentacios rendszer (FluorChem E, ProteinSimple,
CA, USA) segitségével UV fény alkalmazasaval fotdo dokumentaltuk. A PCR termékek
megfeleld savjainak integralt denzitasértékét Imagel] 1.40 g freeware program segitségével
hataroztuk meg. Minden gén integralt denzitasértékét a sajat haztartasi gén integralt

denzitasértékére normaltuk, majd ezt kdvette a statisztikai kiértékelés.

111.3.4. Statisztikai analizis

Jelen kutatasban 6 ectopids mintabodl és 3 eutopids mintabdl nyert eredményeket hasonlitottuk
Ossze. Egy mintanal a kezelési csoportokon beliil a PACAP kezelt csoportot a kontroll csoport
eredményeihez viszonyitottuk (ectopias mintdnal az ECT+PACAP csoportot az ECT+0
csoporthoz, eutopias mintanal az EUT+PACAP csoportot az EUT+0 csoporthoz). A
hormonkezelt, illetve a hormon- és PACAP-kezelt csoportokat pedig az alkoholos kontroll
csoporthoz (ectopids mintandl az ECT+E2+P4 és ECT+E2+P4+PACAP csoportokat az
ECT+etanol csoporthoz, eutopids mintdknadl az EUT+E2+P4 ¢és EUT+E2+P4+PACAP
csoportokat az EUT+etanol csoporthoz). A kontroll csoportok normalt denzitasértékét 100%-
nak tekintettiik. A kiilonb6z6 kezelési csoportok normalt denzitdsértékét ehhez viszonyitva
konvertaltuk %-os értékre, azaz egy minta esetében azt vizsgaltuk, hogy a kezelési csoportok
génexpresszioja hany szazaléka a kontroll csoportokhoz viszonyitva. Ez a szazalékos
konvertalas tette lehetéve, hogy a 6 ectopias, illetve a 3 eutopias mintabdl nyert eredményeket
0ssze tudjuk hasonlitani egymassal. Az ectopids mintak €s az eutopids mintdk eredményeit
statisztikailag egymadssal értelemszerlien nem hasonlitottuk dssze. A 6 ectopids, illetve a 3
eutopids minta egyes kezelési csoportjainak kontroll csoporthoz viszonyitott szignifikans
eltéréseit kétmintas t-proba alkalmazasaval mutattuk ki. A szignifikancia kiiszobértékét p<0,05
értékben hataroztuk meg. Ezen kiviil az Osszes minta egyes kezelési csoportjain beliili
szorasértékeit is meghataroztuk. A tablazatokndl, az Gsszes minta adott kezelési csoportjain

beliil, a szazalékos értékek atlagat abrazoltuk.
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1V. Eredménvek

1V.1. Az els6 kutatasrész eredménvyei

IV.1.1. A here kanyarulatos csatorndinak sejtdenzitisa és a membrana basalis vastagsdiga

Az AD ¢és TAD egerek herecsatornai kiilonbozd sejttipusainak szamat a WT egerek
normal fenotipusahoz viszonyitottuk. Mindemellett, a TAD csoport sejtszamait az AD csoport
eredményeivel is Osszehasonlitottuk. A HE festett metszeteken 4 sejttipus azonositasat és
szamlalasat végeztiik el: spermatogoniumok, spermatocytak, spermatozoak és Leydig-sejtek.
Az AD egerekben minden sejttipus szama szignifikansan lecs6kkent a herében a WT 4allatokhoz
képest. A sejtdenzitds csokkenése szemmel lathato eltérés volt a mikroszkopos kép elemzése
kozben (15. dbra). A TAD egerekben szintén minden sejttipus szama alacsonyabb volt a WT
egyedekhez képest. Megdllapithatd azonban, hogy a sejtszam értékek normalizalodtak, illetve
minden sejttipus szama szignifikansan névekedett az AD allatok sejtszamahoz képest (6. abra

A).

15. dbra
A WT, AD és TAD egyedek heréinek H&E festett metszete, 10x nagyitds. Mikroszkoposan
lathato az AD allatok sejtstiriiségének csokkenése.

A membrana basalis vastagsdganak mérése kdzben hasonlo valtozasokat tapasztaltunk.
Az AD egerekben a szdvettani réteg vastagsaga szignifikansan lecsokkent a WT éllatokéhoz

képest. Annak ellenére, hogy a TAD egyedekben a membrana basalis vastagsaga szignifikdnsan
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novekedett az AD egerekhez képest, a vastagsag mértéke nem érte el a WT egerekben mérhetd

értéket (16. dbra B).

A) A kanyarulatos csatornak sejtszama B) A membrana basalis vastagsaga

p<0.05 50 1 p<0,05
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16. abra
A) Az AD allatokban a spermatogenezis soran differencialodo sejtek szama szignifikansan
csokkent a WT egyedekéhez képest. Ezt a karosodast az aktiv mozgads kompenzalta. (Megj.:
spermatogonia: spermatogonia, spermatocytes: spermatocytak, spermatozoa: himivarsejtek,
Leydig cells: Leydig-sejtek) B) Hasonlo valtozas figyelheté meg a membrana basalis
vastagsagat illetoen: TAD allatokban normalizalodik az AD dllatokban detektalt érték.
Szignifikanciakiiszob értéke: p<0,05.

IV.1.2. A PACAP receptorok és a PACAP jelatviteli elemek expresszidja

A Kkutatas soran a harom PACAP kot6 receptor mRNS ¢és fehérjeexpresszidjat vizsgaltuk
meg: PACIR, VPACIR és VPAC2R. Az AD egerek eredményeit a WT egerek eredményeihez
viszonyitottuk. Tovabba, a TAD egerek eredményeit Osszehasonlitottuk az AD egyedek
eredményeivel.

Konvencionalis RT-PCR segitségével kimutattuk, hogy az AD egerekben a PACIR
expresszioja alig detektalhato, szignifikansan lecsokkent a WT egyedekhez képest. A TAD
egerekben a receptor mRNS expresszidja kozel azonos volt, mint a WT allatoké, a korrigélt
denzitas értéke szignifikdnsan novekedett az AD egyedekhez képest. Hasonlo, ezzel korrelald
véltozast figyeltiink meg a Western blot analizis soran. Az AD egerekben szignifikdnsan
lecsokkent a PACIR expresszidgja a WT egyedekhez képest. A TAD allatokban pedig a
fehérjeexpresszid szignifikdnsan ndvekedett az AD dallatokhoz képest, mértéke a WT
egyedekben megfigyelhetével azonos volt.

A VPACIR mRNS expresszidja tendenciézusan csokkent a WT egyedekhez képest, az
AD ¢és TAD egerekben egyarant. A TAD éallatokban azonban a receptor fehérjeexpresszioja
szignifikdnsan megnovekedett az AD egerekhez képest. Az AD allatokban a VPACILR
fehérjeexpresszidja alig tért el a WT egyedekhez képest.
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A VPAC2R mRNS-¢t alig lehetett detektalni a mintdkban, egyik vizsgalati csoportban
sem figyeltink meg eltérést az expresszioban. A fehérjeexpresszidt vizsgalva azonban
kimutattuk, hogy a TAD allatokban a receptor alig detektalhatod, expresszidjanak mértéke

szignifikansan alacsonyabb volt a tobbi vizsgalati csoporthoz képest (/7. dbra).

A. RT-PCR B. Western blot

AD

- ) o)
= =t <
PAC1 PAC1
213 bp .o . 58 kDa |~ ‘

1,0 0,3* 0,9** 1,0 0,1* 1,0*
VPAC1 VPAC1
wll L T e--—yy

1,0 0,8 0,8 1,0 0,9 1,3**
i | e
149 bp i 45 kDa

1,0 1,0 1,0 1,0 1,2 0,1**
el 1 1 ] T a———
462 bp 42 kDa

1,0 1,1 1,0 1,0 1,3 1,1

17. abra

A PACAP receptorok mRNS (A) és fehérjeexpresszios (B) kiilonbségei. A neuropeptidet
legnagyobb affinitdassal koté PACI receptor expresszioja sériil az AD egyedekben, mig a
fizikai aktivitas ezt az elvaltozast kompenzalja. Szignifikanciakiiszob értéke: p<0,05.

A PACAP jelatviteli elemek koziil a kovetkezd molekuldk mRNS expresszidjat
vizsgaltuk: PKA, Sox9, Sox10 és PP2A. Western blot segitségével ugyanezen molekulak
mellett a PKA és Sox9 foszforilalt formainak fehérjemennyiségét is detektaltuk. A P-Sox9
lokalizaciojat immunhisztokémiai festés segitségével is vizsgaltuk.

A PKA mRNS expresszioja a WT allatokhoz viszonyitva szignifikansan lecsokkent az
AD egerekben, mig a TAD egyedekben megndvekedett. A TAD egerekben detektalt valtozas
szignifikans volt az AD allatokhoz viszonyitva. A molekula fehérjeexpresszidja szintén
szignifikansan csokkent az AD egerekben, mig a TAD allatokban megkézelitette a WT
egyedekét. A TAD egerekben a PKA fehérjeexpresszid szignifikdnsan novekedett az AD
allatokhoz képest. A PKA aktivabb, foszforilalt forméajanak mennyisége A TAD egyedekben
kétszerese volt a WT egerekben detektalhato értékhez viszonyitva €s szignifikansan nagyobb
az AD egerekben mérhetéhoz képest. Az AD éllatokban a P-PKA mennyisége szignifikdnsan
alacsonyabb volt a WT egyedekhez képest.
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A Sox9 mRNS expresszioja az AD és TAD csoportban egyarant csokkent a WT
egyedekhez képest. A valtozas nem volt szignifikans az AD és WT, illetve a TAD és AD egerek
Osszehasonlitdsa soran. A molekula fehérjeexpresszioja az AD és TAD egerekben is magasabb
volt a WT egyedekhez képest. A valtozas szignifikans volt az AD és WT, illetve TAD és AD
egerek 0sszehasonlitasa soran. A Sox9 aktivabb, foszforilalt formajanak mennyisége a WT ¢és
AD egerekben kozel azonos volt, mig a TAD allatokban megemelkedett. A véltozas az AD
egyedekhez viszonyitva szignifikans volt a TAD egerekben (/9. dbra).

Immunhisztokémiai festés soran kimutattuk, hogy mig a WT egerekben a P-Sox9
immunpozitivitds a herecsatornacskakban aranyosan oszlott el, és dominaloan a sejtmagok
koriil lehetett detektalni, addig az AD allatokban az immunreaktivitas joval alacsonyabb volt,
¢s a tubuli seminiferi testis perifériasabb részein lehetett megfigyelni. A TAD egerekben a WT
egerekhez hasonl6 immunreaktivitast figyeltiink meg: a P-Sox9 jelenlétét dontden a sejtmagok

koriil lehetett detektalni (/8. dbra).

WT AD

TAD

18. dbra

A P-Sox9 lokalizaciojanak vizsgalata. A WT, AD és TAD egerek heréinek immunhisztokémiai
metszetei, 10% (nagyobb képek), ill. 40* nagyitas (kisebb képek). A DAPI kék szint, mig a P-
Sox9 voros szint emittal. A P-Sox9 lokalizacidja a sejtmagok koriil, nagyobb mennyiségben
detektdlhato a WT és TAD egyedekben, mig az AD dllatokban mennyisége csokken, és a
periférian figyelhet meg.

A Sox10 mRNS expresszioja szignifikdnsan lecsokkent az AD 4allatokban, a WT

egyedekhez viszonyitva. A TAD egerekben a molekula expresszidja meghaladta a WT
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allatokban detektalhatot. Ez a valtozas szignifikans volt az AD egyedekhez képest. A Sox10
fehérjeexpressziojat alig tudtuk detektalni a WT és AD egerekben, mig a TAD éllatokban
szignifikansan megnovekedett a molekula expresszidja.

A PP2A mRNS expresszioja kozel azonos volt a WT és az AD egerekben, mig a TAD
allatokban tendenciozusan noOvekedett. Ezzel ellentétben, a PP2A fehérjeexpresszidja
szignifikansan lecsokkent az AD egerekben, mig a TAD éallatokban kétszerese volt a WT
egyedekben detektalhato értéknek. Ez a novekedés szignifikans volt az AD éallatokkal valo

Osszehasonlitas soran (/9. dbra).

A. RT-PCR B. Western blot
— =) ()] =) ()
= < £ E < £
PKA | PKA
e - e
10 06* 1,3* 10 06* 0,9*

P-PKA | q
42 kDa

1,0 03* 23"

Sox9 sox9[ . =
e L I R

1,0 0,8 0,5 1,0 1,17 1,9*

60 kDa

1,0 1,0 1,8**

283 bp 58 kDa .

1,0 0,6* 1,7** 1,0 0,6 8,0**
PP2A PP2A
N 1] (e .
1,0 1,0 1,4 1,0 0,6* 2,2
vl 1 1 e
462 bp 42 kDa
1,0 1,1 1,0 1,0 1,3 1,1
19. abra

A PACAP kanonikus és herében specifikus jelatviteli molekulainak mRNS (A) és
fehérjeexpresszios (B) kiilonbségei. A fehérjeexpresszio esetében az AD egyedekben
megfigyelheto valtozasokat az aktiv mozgas tobbnyire kompenzalja. Szignifikanciakiiszob
ertéke: p<0,05.
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1V.1.3. A here membrana basalis komponenseinek expresszidja

A kutatds soran a kovetkez6 membrana basalist felépité molekula mRNS és
fehérjeexpressziojat vizsgaltuk meg: IV-es tipusu kollagén, IX-es tipust kollagén és testatin. A
IV-es tipusu kollagén jelenlétét immunhisztokémiai festéssel is detektaltuk.

A IV-es tipusi kollagén mRNS expresszidja az AD egerekben szignifikansan
lecsokkent, mig a TAD allatokban meghaladta a WT egerekben detektalhatd értéket. Ez a
novekedés szignifikans volt az AD egerekhez képest. Hasonlo valtozast észleltiink a molekula
fehérjeexpressziojaban: a IV-es tipusu kollagén expresszidja a WT egyedekhez képest
szignifikansan lecsokkent az AD egerekben, mig a TAD allatokban tobb, mint kétszeresére

emelkedett. Ez a névekedés szintén szignifikans volt az AD allatokhoz képest (20. abra).

A. RT-PCR B. Western blot
- =) () - o) ()
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20. dbra

A membrana basalis alkotoinak mRNS (A) és fehérjeexpresszios (B) kiilonbségei. Az AD
allatokban a PACAP jelatvitel hatasdra is expresszalodo célgének és célfehérjék mennyisége
tobbnyire csokken. Az aktiv mozgas ezt a valtozast kompenzalta. Szignifikanciakiiszob érteke:

p<0,05.

A WT egerek herecsatorndcskdi membrana basalisdban a IV-es tipusti kollagén
immunreaktivitdsa egyenletes eloszlast mutatott. Az AD 4llatokban a fehérje
immunpozitivitisat alig észleltiik. Ezzel ellentétben, a TAD egerekben a fehérje
immunreaktivitasa fokozott volt, a membrana basalisban jobban akkumulalodott (21. dbra).

A IX-es tipust kollagén mRNS expresszidja hasonld volt a IV-es tipusu kollagén mRNS
expressziojahoz: a molekula expresszidja tendencidzusan csokkent az AD 4llatokban, mig a
TAD egereké meghaladta a WT egyedekben mérhetd denzitasértéket. Ez a ndvekedés szintén

szignifikans volt az AD allatokhoz képest. Erdekes médon, a fehérjeexpresszié nem korrelalt
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az mMRNS expresszional megfigyelheté valtozasokkal. A IX-es tipusu kollagén
fehérjeexpresszidja az AD és TAD éallatokban is alacsonyabb volt, mint a WT egyedekben. A
valtozas szignifikans volt mind az AD és a WT, mind a TAD és az AD egyedek 0sszehasonlitasa
soran.

A testatin mRNS expresszidjaban szignifikans eltérések egyik csoportban sem voltak a
WT egyedekhez képest: az AD allatokban tendencidézusan csokkent, mig a TAD egerekben
enyhén novekedett. Ezzel ellentétben, az AD és a TAD allatokban a testatin fehérjeexpresszioja
novekedett a WT egyedekhez képest. Ez a valtozas szignifikdnsnak bizonyult mind az AD és a
WT, mind a TAD és az AD csoportok dsszehasonlitasa soran (20. dbra).

WT AD

TAD

21. dbra
A V-es tipusu kollageén lokalizaciojanak vizsgalata. A WT, AD és TAD egerek heréinek
immunhisztokémiai metszetei, 10x nagyitas. A DAPI kék szint, mig a [V-es tipusu kollagén
voros szint emittal. A fehérje a WT allatok membrana basalisaban egyenletes mértékben, az
AD egyedekben alig, mig a TAD egerekben fokozottabb mennyiségben detektalhato.

1V.2. A masodik kutatasrész eredménvyei

IV.2.1. A klinikai mintdk korszovettani eredménye

A Kkoérszovettani leletek alapjan, az 1162 0Osszesetszam 17,64%-at és 10,67%-at

diagnosztizaltak proliferacios és szekrécios fazisképli endometriumként. A fennmarado esetek



korszovettani diagndzisa a kovetkezd volt: 1,46% menstruacios fazisképli endometrium, 4,56%
menopauzalis endometrium, a koéros allapotot mutaté mintak koziil 13,51% endometrium
polypus, 24,01% endometrium hyperplasia, 4,04% malignus tumor és 1,72% endometritis. Az
eltavolitott méhnyalkahartya mintak kozil 16,18% alkalmatlannak bizonyult tovabbi

korszovettani elemzésre, 6,20% pedig exogén hormonhatas jeleit mutatta (6. tdbldzat).

Csoport Esetszam Szazalék (%)
Proliferacios fazisképii endometrium 205 17.64
Szekrécios fazisképii endometrium 124 10.67
Menstruacios fazisképii endometrinum 17 1.46
Exogén hormonhatas 72 6.20
Menopauzalis endometrium 53 4.56
Elemzésre alkalmatlan minta 188 16.18
Endometrium polypus 157 13.51
Endometrium hyperplasia 279 24.01
Malignus tumorok 47 4.04
Endometritis 20 1.72
Osszes eset 1162 100
6. tablazat

Az Osszes eset korszovettani eredménye, ahol endometrium mintavétel tortént.

IV.2.2. A méhnyadlkahdrtya kaparékok (D& C) és biopszids mintak (HSC) korszovettani
eredményei

Az 1162 mintavétel koziil 949 miitét célozta kizarodlag a méhnyalkahartya kinyerését a
méhiirbdl. A fennmarad6 213 esetben az endometrium reszekcidja csupan jarulékos része volt
egy masik négyogyaszati operacionak. A koérszovettani vizsgalatok soran, az emlitett 949 eset
15,07%-at és 10,01%-at diagnosztizaltdk proliferaciés ¢és szekréciés fazisképl
endometriumként. A fennmarado esetek korszovettani diagnédzisa a kovetkezd volt: 1,79%
menstruacios fazisképli endometrium, 4,32% menopauzalis endometrium, a koros allapotot
mutatd mintak koziil 12,33% endometrium polypus, 26,66% endometrium hyperplasia, 4,43%
malignus tumor és 1,05% endometritis. Az eltavolitott méhnyalkahartya mintak koziil 19,07%
alkalmatlannak bizonyult tovabbi koérszovettani elemzésre, 5,27% pedig exogén hormonhatas

jeleit mutatta (7. tablazat).
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Csoport Esetszam Szazalék (%)

Proliferacios fazisképii endometrium 143 15.07
Szekrécios fazisképii endometrium 95 10.01
Menstruacios fazisképii endometrium 17 1.79
Exogén hormonhatas 50 5.27
Menopauzalis endometrium 41 4.32
Elemzésre alkalmatlan minta 181 19.07
Endometrium polypus 117 12.33
Endometrium hyperplasia 253 26.66
Malignus tumorok 42 4.43
Endometritis 10 1.05
Osszes eset 949 100

7. tablazat
Korszovettani eredmények, ahol a miitétek (D&C, HSC) kizarolag az endometrium
mintavételét céloztdk.

IV.2.3. A méhnyadlkahdartya kaparékok (D& C) korszovettani eredményei

A 949 esetbdl 833 endometriumot méhkaparasos modszerrel nyertek ki a méhiirbol. A
korszovettani vizsgalatok soran ezek 14,17%-at és 9,84%-at diagnosztizaltak proliferacios és
szekrécios fazisképli endometriumként. A fennmarad6 esetek korszovettani diagnodzisa a
kovetkezd volt: 1,80% menstruacios fazisképli endometrium, 4,44% menopauzalis
endometrium, a koros allapotot mutaté mintak koziil 12,24% endometrium polypus, 27,25%
endometrium hyperplasia, 4,32% malignus tumor és 1,20% endometritis. Az eltavolitott
méhnyalkahartya mintdk kozil 19,69% alkalmatlannak bizonyult tovabbi koérszovettani

elemzésre, 5,04% pedig exogén hormonhatas jeleit mutatta (8. tabldzat).
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Csoport Esetszam Szazalék (%)

Proliferacios fazisképii endometrinm 118 14.17
Szekrécios fazisképii endometrium 82 0.84
Menstruaicios fazisképi endometrium 15 1.80
Exogén hormonhatas 42 5.04
Menopauzilis endometrium 37 4.44
Elemzésre alkalmatlan minta 164 19.69
Endometrium polypus 102 12.24
Endometrium hyperplasia 227 27.25
Malignus tumorok 36 4.32
Endometritis 10 1.20
Osszes eset 833 100

8. tablazat
Korszovettani eredmeények, ahol a méhkaparas (D&C) soran kizarolag az endometrium
mintavételét céloztdk.

IV.2.4. A méhnyadlkahdartya biopszias mintik (HSC) kdrszovettani eredményei

A 949 esetbdl 116 endometriumot hysteroscopia soran végzett biopsziaval nyertek ki a
méhtrbdl. A korszovettani vizsgalatok soran ezek 21,55%-at és 11,21%-4at diagnosztizaltak
proliferacids és szekrécios fazisképli endometriumként. A fennmarad6 esetek korszovettani
diagnozisa a kovetkezd volt: 1,72% menstruécios fazisképli endometrium, 3,45% menopauzalis
endometrium, a koros allapotot mutaté mintdk koziil 12,93% endometrium polypus, 22,41%
endometrium hyperplasia €s 5,17% malignus tumor. Az eltavolitott méhnyalkahartya mintak
koziil 14,66% alkalmatlannak bizonyult tovabbi kérszovettani elemzésre, 6,90% pedig exogén
hormonhatés jeleit mutatta. A kdrszdvettani elemzés soran egy mintat sem diagnosztizaltak

endometritisként (9. tabldzat).
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Csoport Esetszam Szazalék (%)

Proliferacios fazisképii endometrium 25 21.55
Szekrécios fazisképii endometrium 13 11.21
Menstruacios fazisképii endometrinm 2 1.72
Exogén hormonhatas 8 6.90
Menopauzalis endometrium 4 3.45
Elemzésre alkalmatlan minta 17 14.66
Endometrium polypus 15 12.93
Endometrium hyperplasia 26 22.41
Malignus tumorok 6 5.17
Endometritis 0 0.00
Osszes eset 116 100
9. tablazat

Korszovettani eredmeények, ahol a biopszia (HSC) soran kizarolag az endometrium
mintavételét céloztdk.

IV.2.5. A klinikai kritériumok alapjan alkalmas méhnydlkahartya kaparékok (D&C) és
biopszias mintak (HSC)

A mintdk korszovettani diagndzisdnak ismerete nélkiil, csak a korabban leirt klinikai
kizarasi és bevalogatasi kritériumok alkalmazasaval, a 949 esetbdl 145 (15,28%) bizonyult
alkalmasnak tovabbi alapkutatasos kisérletekbe valdo bevonasra. A korszovettani eredmények
retrospektiv vizsgalataval meghatarozhato, hogy e 145 minta 22,07%-at és 15,86%-at
diagnosztizaltak proliferacios és szekrécios fazisképli endometriumként. A fennmarado esetek
korszovettani diagnozisa a kovetkezd volt: 3,45% menstruacios fazisképli endometrium, 1,38%
menopauzalis endometrium, a kéros allapotot mutatdé mintdk kozil 8,97% endometrium
polypus, 31,03% endometrium hyperplasia, 0,69% malignus tumor és 0,69% endometritis. Az
eltavolitott méhnyalkahartya mintak kozill 10,34% alkalmatlannak bizonyult tovabbi

korszovettani elemzésre, 5,52% pedig exogén hormonhatas jeleit mutatta (/0. tdbldzat).

70



Csoport Esetszam Szazalék (%)
Proliferacios fazisképii endometrium 32 22.07
Szekrécios fazisképii endometrium 23 15.86
Menstruacios fazisképii endometrinum 5 3.45
Exogén hormonhatas 8 5.52
Menopauzalis endometrium 2 1.38
Elemzésre alkalmatlan minta 15 10.34
Endometrium polypus 13 8.97
Endometrium hyperplasia 45 31.03
Malignus tumorok 1 0.69
Endometritis 1 0.69
Osszes eset 145 100

10. tablazat
Korszovettani eredmények, ahol a miitétek (D&C, HSC) soran klinikai kritériumok alapjan
alkalmasnak tiintek a mintak.

. Klinikailag alkalmas Klinikailag alkalmas
Miitét jellege Osszesetszam
esetek (esetszam) esetek (%)
D&C + HSC 949 145 15.28
D&C 833 116 13.93
HSC 116 29 25.00

11. tablazat
Klinikai kizarasi és bevalogatasi kritériumok alapjan alkalmas esetek (D&C, HSC) szama.

IV.2.6. A klinikai kritériumok alapjan alkalmas méhnydlkahartya kaparékok (D&C)

A klinikai kritériumok alapjan valogatott 145 alkalmasnak t{ind esetbdl 116
endometriumot méhkaparasos modszerrel nyertek ki a méhtirbdl (/1. tablazat). A korszovettani
vizsgalatok soran ezek 19,83%-at és 17,24%-at diagnosztizaltak proliferacios és szekrécios
fazisképli endometriumként. A fennmarado esetek korszovettani diagnozisa a kovetkezo volt:
3,45% menstrudcios fazisképli endometrium, 1,72% menopauzélis endometrium, a koéros
allapotot mutaté mintak koziil 9,48% endometrium polypus, 31,90% endometrium hyperplasia
¢és 0,86% endometritis. Az eltavolitott méhnyalkahartya mintak koziil 10,34% alkalmatlannak
bizonyult tovabbi korszdvettani elemzésre, 5,17% pedig exogén hormonhatas jeleit mutatta. A
korszovettani elemzés soran egy mintat sem diagnosztizaltak malignus tumorként (12,

tablazat).
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Csoport Esetszam Szazalék (%)

Proliferacios fazisképii endometrinum 23 19.83
Szekrécios fazisképii endometrium 20 17.24
Menstruacios fazisképi endometrium 4 3.45
Exogén hormonhatas 6 5.17
Menopauzilis endometrium 2 1.72
Elemzésre alkalmatlan minta 12 10.34
Endometrium polypus 11 9.48
Endometrium hyperplasia 37 31.90
Malignus tumorok 0 0.00
Endometritis 1 0.86
Osszes eset 116 100

12. tablazat
Korszovettani eredmények, ahol a méhkaparas (D&C) soran klinikai kritériumok alapjan
alkalmasnak tiintek a mintak.

IV.2.7. A klinikai kritériumok alapjan alkalmas méhnydlkahdrtya biopszids mintik (HSC)

A klinikai kritériumok alapjan valogatott 145 alkalmasnak tiind esetbdl 29
endometriumot hysteroscopia soran végzett biopsziaval nyertek ki a méhiirb6l (1. tablazat). A
korszovettani vizsgalatok soran ezek 30,03%-at és 10,34%-at diagnosztizaltak proliferacios és
szekrécios fazisképli endometriumként. A fennmarad6 esetek korszovettani diagnoézisa a
kovetkezd volt: 3,45% menstruacios fazisképli endometrium, a koros allapotot mutatdé mintadk
koziil 6,90% endometrium polypus, 27,59% endometrium hyperplasia és 3,45% malignus
tumor. Az eltavolitott méhnyalkahartya mintak koziil 10,34% alkalmatlannak bizonyult tovabbi
korszovettani elemzésre, 6,90% pedig exogén hormonhatés jeleit mutatta. A korszovettani
elemzés soran egy mintat sem diagnosztizaltak menopauzalis endometriumként és

endometritisként (/3. tablazat).
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Csoport Esetszam Szazalék (%)

Proliferacios fazisképi endometrium 9 31.03
Szekrécios fazisképii endometrium 3 10.34
Menstruacios fazisképii endometrium 1 345

Exogén hormonhatas 2 6.90
Menopauzalis endometrium 0 0.00
Elemzésre alkalmatlan minta 3 10.34
Endometrium polypus 2 6.90
Endometrium hyperplasia 8 27.59
Malignus tumorok 1 345

Endometritis 0 0.00
Osszes eset 29 100

13. tablazat
Korszovettani eredmények, ahol a biopszia (HSC) soran klinikai kritériumok alapjan
alkalmasnak tiintek a mintak.

1V.2.8. Az alapkutatdsos vizsgdlatokra alkalmas klinikai méhnydlkahdrtya mintak

A korabban részletezett okok miatt, amennyiben az endometriumot kontroll szovetként
szeretnénk tanulmanyozni, csak a proliferativ és a szekrécios fazisképet mutatd
méhnyalkahartya alkalmas tovabbi kisérletes vizsgalatokra. A 949 Osszesetszdmbol, csak a
diagnozisok ismerete nélkiil, 145 (15,30%) minta bizonyult alkalmasnak alapkutatasos
vizsgalatokra vald bevonasra. EbbOl 116 endometriumot méhkapardsos modszerrel, 29
endometriumot pedig hysteroscopia soran végzett biopsziaval nyertek ki a méhtirb6l. A
molekularis vizsgalatokra ténylegesen alkalmas esetek csak a mintdk korszovettani
eredményének ismeretében hatdrozhatok meg retrospektiv modon. A korszovettani kizarasi és
bevalogatasi kritériumokat alkalmazva Osszesen 32 minta volt alkalmas tovabbi kisérletes
vizsgalatokra. Ez a teljes esetszam (949 minta) 3,37%-a, valamint a klinikailag valogatott
esetek (145 minta) 22,07%-a. A 32 ténylegesen alkalmas mintabol 28 endometriumot
méhkaparasos modszerrel tavolitottak el a méhiirbdl. Ez a teljes méhkaparasos esetszdm (833
minta) 3,36%-a, valamint a klinikailag valogatott méhkaparasos esetek (116 minta) 24,14%-a.
A 32 ténylegesen alkalmas mintabdl 4 endometriumot hysteoscopia soran végzett biopsziaval
nyertek ki a méhiirb6l. Ez a teljes biopszias esetszam (116 minta) 3,45%-a, valamint a

klinikailag valogatott biopszias esetek 13,79%-a.
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Klinikailag Klinikailag
Osszes eset
akamas akamas akamas
949 145 833 116 116 29
Prolifericios fazisképii endometrinm
Alkalmas
13 11 2
(esetszam)
Alkalmas (%) 1.37 8.97 1.32 9.48 1.72 6.90
Szekrécios fazisképii endometrium
Alkalmas
19 17 2
(esetszam)
Alkalmas (%) 2.00 13.10 2.04 14.66 1.72 6.90
Proliferacios és szekrécios fazisképii endometrium
Alkalmas
) 32 28 4
(esetszam)
Alkalmas (%) 3.37 I 22.07 3.36 | 24.14 3.45 | 13.79

14. tablazat
Alapkutatasos vizsgalatokra valo bevondasra ténylegesen alkalmas mintdak szama és aranya az
osszes eset szamahoz, és a klinikai kritéeriumok alapjan alkalmasnak tiiné mintak szamahoz
viszonyitva. A tablazat kiilon részletezi a D&C, ill. HSC mintavételi lehetoségekbdl nyert
adatokat, valamint a proliferdcios és szekrécios fazisképet mutato endometrium mintdkat.

1VV.3. A harmadik kutatasrész eredményei

1V.3.1. A PACAP receptorok és a prePACAP mRNS expresszidja méhnydlkahdrtya

mintakban

A PACAP receptorok koziil a PACIR és a VPAC2R mindharom vizsgalt mintaban
expresszalodott, mig a VPACIR-t az egyik mintdban nem lehetett detektalni. Szignifikans
valtozas egyik kezelési csoportnal sem figyelheté meg.

A PACIR expresszidjaban tendenciozus csokkenés észlelheté az EUT+E2+P4+PACAP
csoport esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig az EUT+E2+P4 és EUT+PACAP
csoportokndl valtozas alig detektalhatd, illetve az expresszi6 novekedés mértéke
elhanyagolhato.

A VPAC2R expresszioja esetén mindhdrom kezelési csoportnal (EUT+E2+P4,
EUT+PACAP, EUT+E2+P4+PACAP) tendenciézus ndvekedés figyelhetd meg a kontroll
csoportokhoz képest.
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A prePACAP mRNS-¢t csupan 1 mintaban lehetett kimutatni, igy a detektalt valtozasok

statisztikailag irrelevansak a valtozasokat illetéen (15. tdbldzat).
1V.3.2. APACAP receptorok és a prePACAP mRNS expresszioja endometriosis mintikban

A PACAP receptorok koziil a VPACIR minden vizsgalt mintdban expresszalodott, mig
a VPAC2R-t a hatbol 5 mintdban, a PACIR-t pedig 4 mintdban lehetett detektalni.

A VPACIR expressziojaban az ECT+PACAP ¢és az ECT+E2+P4 csoportok esetében
tendenciozus csokkenés figyelheté meg, mig az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal a csdkkenés
mértéke szignifikans a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A VPACZR expresszidjaban szignifikans valtozasok egyik csoportnal sem figyelhetok
meg: PACAP-kezelt csoportoknal (ECT+PACAP ¢és ECT+E2+P4+PACAP) kismértéki
tendencidzus csokkenés, az ECT+E2+P4 csoportnal kismértékii tendenciozus ndvekedés
detektalhato.

A PACIR esetében szignifikans valtozas az ECT+E2+P4 csoportnal figyelhetd meg,
ahol a receptor expresszidja novekedett. A tobbi kezelési csoportnal kismértékii tendenciozus
novekedés detektalhatd a kontroll csoportokhoz képest.

A prePACAP mRNS-¢ét a hatbdl csupan 2 mintdban lehetett kimutatni. Mivel egy
statisztikailag értékelhet6 eredményhez legalabb 3 minta sziikséges, a prePACAP

crer

minta esetében a prePACAP expresszioja kismértékben tendencidozusan novekedett az 6sszes

kezelési csoportnal (/5. tdablazat).

ECT
100 100 100 100 100 100 100 100
93 107 105 107 120 80 149 94
etanol 100 100 100 100 100 100 100 100
E2+P4 187 105 113 137 122 88 124 106
E2+P4+PACAP| 3450 117 75 113 359 65 157 92

15. tablazat

A prePACAP és a PACAP receptorok expresszioja EUT (n=3) és ECT (n=6) mintakban. A
korrigalt és atlagolt integralt denzitasértékeket %o-os értékben adtuk meg (mRNS expresszio).
A prePACAP mRNS 3/1 EUT, ill. 6/2 ECT mintaban mutathato ki. A PACIR expresszio 6/4, a

VPAC2R expresszio pedig 6/5 ECT mintaban igazolhato. A VPACIR expressziojat 3/2 EUT

mintaban detektaltuk. Minden mintaban expresszalodik valamely PACAP-koté receptor. A

hormon- és PACAP-kezelt mintakban az EUT és ECT mintak esetében ellentétes valtozasok

figyelhetok meg. *Szignifikanciakiisz6b értéke: p<0,05. A szignifikans eltérést alahuzassal

Jjeloltiik.
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1V.3.3. A TGFp jelatvitel elemeinek mMRNS expresszioja méhnydlkahdartya mintakban

Az eutopids mintakban a kdvetkezé molekuldk mRNS expresszidjat vizsgaltuk: TGFf-
1, TGFBR-1, TGFBR-II, Smad2 és Smad3.

A TGFB-1 expresszioja az EUT+E2+P4 csoportban csokkent, mig az EUT+PACAP
csoportban novekedést mutatott a kontroll csoportokhoz képest. A hormonok ¢és a PACAP
egyiittes adagolasa hatasara (EUT+E2+P4+PACAP) a TGFB-1 mRNS expresszioja
megkozelitette a kontroll csoportban detektalhatod expresszido mértékeét.

A TGFBR-I expresszidja mindharom kezelé€si csoportban tendencidzusan novekedett
(EUT+E2+P4, EUT+PACAP, EUT+E2+P4+PACAP). Szintén novekedés figyelheté meg a
TGFBR-II expresszidjaban a PACAP-kezelt csoportoknal (EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP), a hormonkezelt csoportban azonban a receptor mRNS expresszidja
csOkkenést mutat (EUT+E2+P4).

A TGFBR-II expresszidjahoz hasonld valtozasok figyelhetok meg a Smad2 mRNS
expressziojaban: a PACAP-kezelt csoportokndl az expresszid ndvekedett (EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP), mig a hormonkezelt csoportnal (EUT+E2+P4) az mRNS expresszio
mértéke alig valtozott a kontroll csoportban detektalhatohoz képest.

A Smad3 expresszidjaban szintén a TGFBR-II expressziojahoz hasonld valtozasok
figyelhetok meg: a hormonkezelt csoportban csokkenés, a PACAP-kezelt csoportoknal
kismértékli névekedés detektalhato (16. tabldzat).

IV.3.4. A TGFg jelatvitel elemeinek MRNS expresszidja endometriosis mintakban

Az eutopias mintdkhoz hasonldan, az ectopids mintakban is a kdvetkezd molekulak
mRNS expressziojat vizsgaltuk: TGFB-1, TGFBR-1, TGFBR-II, Smad2 és Smad3.

A TGFp-1 expresszidja az ECT+PACAP ¢és az ECT+E2+P4 csoportokban alig tért el a
kontroll csoportokhoz képest, elébbinél kismértékben tendencidzusan ndvekedett. Az
ECT+E2+P4+PACAP csoportndl azonban tendencidzus csokkenés detektalhato.

A TGFBR-I esetében minden kezelési csoportnal tendencidzus csokkenések figyelhetok
meg a kontroll csoportokhoz képest.

A TGFPR-II expresszidja az ECT+E2+P4 csoport esetén kismértékii tendenciozus
novekedést mutatott, mig a PACAP-kezelt csoportoknal csokkenés detektalhaté a kontroll
csoportokhoz képest. Az ECT+E2+P4+PACAP esetében szignifikans a csokkenés mértéke.
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A Smad?2 expresszidja minden kezelési csoportnal tendenciézusan csdkkent a kontroll
mintakhoz képest.

A Smad3 esetétben a Smad2-héz hasonld valtozasok figyelhetdk meg, az

ECT+E2+P4+PACAP csoportndl azonban az expresszio csokkenés mértéke szignifikans volt
(16. tablazat).

ECT EUT
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
152 106 138 91 297 88 125 79 107 82
etanol| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E2+P4 90 100 111 94 84 106 100 95 86 91
E2+P4+PACAP 103 79 164 94 146 74 130 82 107 69

16. tablazat
A TGFp jelatviteli elemek expresszioja EUT (n=3) és ECT (n=6) mintakban. A korrigalt és
atlagolt integralt denzitasértékeket %-os értékben adtuk meg (mRNS expresszid). A hormon-
és PACAP-kezelt mintakban az EUT és ECT mintak esetében ellentétes valtozasok figyelhetok
meg. *Szignifikanciakiiszob értéke: p<0,05. A szignifikans eltérést alahuzassal jeloltiik.

1V.3.5. Az dssejt transzkripcios faktorok mRNS expresszidja méhnydlkahdrtya mintdkban

Az eutopias mintakban a kdvetkezé molekuldk mRNS expresszidjat vizsgaltuk: Oct4,
Nanog ¢s Sox2.

Az  Oct4  expressziGja a  PACAP-kezelt  csoportok  (EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP) esetében ndvekedett, mig a hormonkezelt csoportban (EUT+E2+P4)
kismértékben csokkent a kontroll csoportokhoz képest.

A Nanog esetében mindharom kezelési csoportban (EUT+E2+P4, EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP) expresszi0 emelkedés figyelhetd meg, amely a hormonkezelt
csoportnal kismértékii a kontroll csoportéhoz viszonyitva.

Az 0Osszes vizsgalt molekula koziil a Sox2 mRNS expresszidja az egyik, amelynél
szignifikans valtozas figyelhet6 meg az eutopias mintdkban: az EUT+E2+P4+PACAP
csoportban az expresszid mértéke szignifikansan csékkent a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Az EUTH+PACAP csoportban tendenciézus novekedés, az EUT+E2+P4 csoportban csokkenés
detektalhaté a Sox2 expressziojaban (17. tabldzat).

1V.3.6. Az dssejt transzkripcios faktorok mRNS expresszioja endometriosis mintikban

Az eutopids mintakhoz hasonldan, az ectopids mintakban is a kovetkezd molekulak
mRNS expressziojat vizsgaltuk: Oct4, Nanog és Sox2. Mig a Nanog és Sox2 minden mintaban

expresszalodott, addig az Oct4-et csak a mintak felében lehetett detektalni.
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A Nanog esetében minden kezelési csoportnal expresszio csokkenés figyelheté meg a
kontroll csoportokhoz képest. Mig az ECT+E2+P4 és az ECT+PACAP csoportoknal a
csokkenés tendenciozus, addig az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal a csokkenés mértéke
szignifikans volt.
csOkkenések figyelhetok meg a kontroll csoportokhoz képest, szignifikans valtozast azonban
nem az ECT+E2+P4+PACAP, hanem az ECT+E2+P4 csoportnal detektaltunk.

A korabban emlitett 3 mintaban, amelyekben az Oct4 detektalhatd, a molekula mMRNS
expresszioja a PACAP-kezelt csoportoknal tendencidozusan emelkedett, mig az ECT+E2+P4

csoportndl tendenciozusan csokkent a kontroll csoporthoz képest. Megjegyzendd, hogy a

szorasérték mértéke minden kezelt csoportnal elég magas (/7. tabldzat).

EUT
100 100 100 100 100 100
155 88 115 127 122 82
etanol 100 100 100 100 100 100
E2+P4 104 88 97 80 90 88
E2+P4+PACAP 133 75 156 112 123 82

17. tablazat
Az ossejt transzkripcios faktorok expresszioja EUT (n=3) és ECT (n=6) mintakban. A
korrigalt és atlagolt integralt denzitdasértékeket %-os értékben adtuk meg (mRNS expresszio).
A Nanog és Sox2 expresszional hormon- és PACAP-kezelt mintakban az EUT és ECT mintak
esetében ellentétes valtozasok figyelhetok meg. Oct4-expresszio 6/3 ECT mintaban
detektalhato. *Szignifikanciakiiszob értéke: p<0,05. A szignifikans eltérést alahuzassal
Jeloltiik.

IV.3.7. Az endometriosis kialakulasaban jelentds egyéb molekulak MRNS expresszidjanak

vizsgalata méhnydlkahdrtya mintakban

Az eutopids mintakban a kovetkezd molekuldk mRNS expressziojat vizsgaltuk:
Aromataz, p21 és VEGF.

Az Osszes vizsgalt molekula koziil az Aromataz mRNS expresszidja szintén az egyik,
amelynél szignifikdns valtozasok figyelhetok meg az eutopids mintdk esetében. A
hormonkezelt csoportokban (EUT+E2+P4, EUT+E2+P4+PACAP) szignifikdns emelkedés
figyelhetd meg az Aromataz expresszioban, mig az EUT+PACAP csoportban az mRNS

expresszio alig tért el a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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A p21 expresszidoja mindhdrom kezelési csoportban (EUT+E2+P4, EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP) novekedett a kontroll csoportokhoz viszonyitva.

Az Osszes vizsgalt molekula koziil a VEGF mRNS expresszidja az utols6, amelynél
szignifikans valtozas figyelhetdé meg az eutopias mintdk esetében: az EUT+E2+P4 csoportnal
az expresszid szignifikansan novekedett a kontroll csoporthoz viszonyitva. A PACAP-kezelt
csoportoknal (EUT+PACAP, EUT+E2+P4+PACAP) tendencidozus novekedés figyelheté meg
a VEGF expressziojaban (/8. tabldzat).

1V.3.8. Az endometriosis kialakulasaban jelentis egyéb molekulak mRNS expresszidjanak

vizsgalata endometriosis mintdakban

Az eutopias mintakhoz hasonldan, az ectopids mintdkban is a kovetkezé molekulak
mRNS expresszigjat vizsgaltuk: Aromatdz, p21 és VEGF. Mindhdrom molekula esetében
expresszio csokkenések figyelhet6k meg a hormon- és a PACAP-kezelt csoportoknal is.

Az Aromataz esetében, mig az ECT+E2+P4 és az ECT+PACAP csoportoknal az
expresszido csokkenése kismértékii, addig az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal a valtozas
mértéke szignifikans a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A p21 molekuldt vizsgalva megallapithato, hogy az ECT+E2+P4 csoport mRNS
expresszidja alig tér el a kontroll csoporthoz képest, mig az ECT+PACAP csoportnal a
tendencidzus csokkenés mértéke joval nagyobb. Az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal pedig az
expresszio csokkenés mértéke szignifikans.

A VEGF esetében egyik kezelési csoportnal sem detektaltunk szignifikans valtozast a
kontroll csoportokhoz képest. Mig az ECT+E2+P4 csoportban alig tért el az mRNS expresszio

mértéke, addig a PACAP-kezelt csoportoknal a tendencidzus csokkenés mértéke joval nagyobb

mérték volt (18. tablazat).

EUT
100 100 100 100 100 100
106 93 192 79 143 74
etanol 100 100 100 100 100 100
E2+P4| 153 95 136 96 140 100
E2+P4+PACAP 195 80 132 70 307 74

18. tablazat

Az endometriosis kialakulasandl jelentos egyéb molekulak expresszioja EUT (n=3) és ECT
(n=6) mintakban. A korrigalt és atlagolt integralt denzitasértékeket %-os értékben adtuk meg
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(mRNS expresszio). A hormon- és PACAP-kezelt mintakban az EUT és ECT mintadk esetében
ellentétes valtozasok figyelhetok meg. *Szignifikanciakiiszob értéke: p<0.05. A szignifikans
eltérest alahuzassal jeloltiik.
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V. Diszkusszio

A PACAP egy 38 aminosavbol allo peptid, amelynek jelenlétét szamos szervben
kimutattak (Vaudry és mtsai, 2000). A szdvetek miikodésében, valamint a kiilonbdzo
korfolyamatokban betoltott szerepének részletezése tulmutat jelen disszertacid keretein. A
PACAP altalanossagban egy bizonyos hatarértékig képes kivédeni a szoveteket érd oxidativ
stresszfolyamatok karos hatasait (Reglédi és mtsai, 2018 b). A jelen kutatisban is vizsgalt
Alzheimer-kor és endometriosis  kialakulasanak  hatterében gyulladasos, oxidativ
stresszfolyamatokkal jard patogenezis feltételezhetd.

A kozponti idegrendszer mellett, a PACAP a periférias szovetek koziil legnagyobb
mennyiségben a herében mutathat6 ki. Szamos kisérlet igazolja a neuropeptid him gonadban
betoltott szerepét, illetve a hianyaban megfigyelhetd elvaltozasokat is (Brubel és mtsai, 2012).
Erdekes modon a here és az agy sejttipusai kozott strukturalis és funkcionélis hasonlosagokat
is megfigyelhetiink. A neuronok ¢és a spermiumok magasan differencialt, jelen ismereteink
szerint non-proliferativ sejtek. A neuron-gliasejt és a Sertoli-csirasejt kozti szoros kapcsolat
szerepe a kétféle sejt kozott megkérddjelezhetetlen (Li és mtsai, 2003). Az agy és a here sejtjeit
is vér-szdveti barrierek (vér-agy gat, illetve vér-here gat) védelmezik a szisztémas, gyakran
karos hatasokkal szemben (Cheng és mtSai, 2012; Mital és mtsai, 2011). Nem meglep6 tehat,
ha azt feltételezziik, hogy bizonyos neurodegenerativ betegségek a kdzponti idegrendszeren
kiviil periférias szovetekben is bizonyos mértékben manifesztalodnak. Az Alzheimer-kor
patogenezisének hatterében az AP-peptid koros mennyiségben vald termelddését, illetve
akkumulalodasat feltételezik (Breijyveh és mtsai, 2020). Ez a molekula az APP-bol képzdadik,
amely nemcsak a kozponti idegrendszerben, de a herében is termel6do és megtalalhato fehérje
(Silva és mtsai, 2015). Az ép szovetekben az amyloidgenezis kontrollalt folyamat. Ezzel
szemben Alzheimer-kérban patologias amyloid képzodik (Aczél és mtsai, 2022). Bar e
neurodegenerativ korképben a PACAP expresszidja a korosan halmozodd amyloid
mennyiségével csokken, a neuropeptid kisérletesen protektiv hatdssal bir: gatolja az amyloid
lerakodasat és javitja a kognitiv funkciokat (Han és mtsai, 2014, Lee és mtsai, 2014).
Napjainkban kiilonféle neuropeptidek fejlesztésével is igyekeznek terapias lehetdségeket
biztositani az Alzheimer-kor gyogyszeres kezelésénél (Chen és mtsai, 2019). A farmakonok
alkalmazasan kiviil, sok egyéb konzervativ lehetdség all rendelkezésre az Alzheimer-kor
progressziojanak lassitdsdra. Az aktiv mozgés, a rendszeres edzés bizonyitottan jotékony
hatassal bir szamos neuroldgiai korképben, mint példaul a Parkinson-kor, a migrén és az

Alzheimer-kor is (Hamer és mtsai, 2009; Amin és mtsai 2018; Bhalsing és mtsai, 2018). A
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fizikai aktivitas terapias hatasossaganak hatterében all6 molekularis folyamatok felderitése a
tudomanyos kozosségben jelenleg is zajlik.

Annak detektalasa mellett, hogy az Alzheimer-kérban megfigyelhetk-e valtozasok a
here PACAP jelatvitelében, célom volt annak felderitése is, hogy az aktiv testmozgas hasonléan
protektiv szereppel bir-e egy periférids szervben (jelen esetben a him gonadban), mint a
kdzponti idegrendszernél.

A herék mikroszkopos vizsgalata soran igazoltuk, hogy az Alzheimer-kort modellezo
egereknél a kanyarulatos csatornak sejtszama, illetve sejtdenzitasa is csokkent, valamint a vér-
here barrier lamina basalis rétege is szignifikdnsan vékonyabb a vad tipusu egyedekében
detektalhatohoz képest. A TAD egerekben az 0sszes megfigyelt eltérés normalizalodott, még
ha nem is érte el a WT allatokban mérhetd matematikai értékeket. Korabbi kisérletek sordn
igazoltuk, hogy PACAP KO egyedekben sériil a vér-here barrier és a himivarsejtek
morfologiaja is (Reglddi és mtsai, 2018 a). Ez a tény, valamint a him gonad mikroszkdpos
vizsgalata megerdsitette azt a hipotézist, hogy a neurodegenerativ korképben sériilhet a PACAP
jelatvitel.

Kisérleteinket ezért a PACAP-kotd receptorok vizsgalataval kezdtiik. Mindharom
receptor mRNS ¢és fehérjeexpresszidjat kimutattuk az 6sszes vizsgélati csoportnal (WT, AD és
TAD), habar a TAD egyedeknél a VPAC2R fehérjeexpressziot alig lehetett detektalni. A
PACIR ¢s a VPACIR esetében altalanosan megtigyelhetd, hogy az AD csoportnal csokken a
receptorok mRNS ¢és fehérjeexpresszidja, mig a TAD egyedeknél normalizalodnak az értékek,
meértékiik kozel azonos a WT csoportnal mérhetékkel. A véltozas legszembetlindbb a PAC1R
esetében. Erre magyarazatot adhat, hogy irodalmi adatok alapjan a herében a neuropeptid
kotésében elsé sorban a PACIR-nak van jelentdsége, a PACAP dominansan e receptort
aktivalva fejti ki hatasait a him gonadban (Li és mtsai, 2004, Prisco és mtsai, 2020). A
neuropeptid is a PAC1R-hoz kotédik a haromféle receptor koziil a legnagyobb affinitassal
(Vaudry és mtsai, 2000). Emiatt feltételeztiik, hogy a peptid jelatvitelében is valtozasok
kovetkezhetnek be az Alzheimer-kort modellezd egereknél.

A PACAP leggyakrabban vizsgalt, kanonikus jelatviteli Utja a cAMP és PKA
kozvetitette kaszkad (Perényi és mtsai 2020). A PKA mRNS és fehérjeexpresszidja is
szignifikansan csokkent az AD csoportndl, mig a TAD egyedeknél normalizalodott. A PKA
aktiv, foszforildlt formajanak mennyisége is hasonld valtozast mutatott, a TAD egyedek
esetében meg is novekedett. Logikus kovetkeztetés, hogy az Alzheimer-koért modellezd
allatoknal csokkenhetett a PKA 4ltal aktivalt transzkripcios faktorok kivaltotta génexpresszio

mértéke, mig TAD allatokndl kompenzalddott ez a valtozas. A vér-here gat felépitésében
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résztvevd fehérjék génexpressziojat a Sox8, Sox9 és Sox10 transzkripcios faktorok
aktivalodasa fokozza (Georg és mtsai, 2012). A P-PKA a herében aktivalja ezeket a
transzkripcids faktorokat. A him gonad miikdodésében fontos szerepet jatszik a Sox8, Sox9 és
Sox10, melyek mind a SoxE proteincsalad tagjai (Jo és mtsai, 2014). A Sox8 esszencialis a
Sertoli-csirasejt kozott fennalld kapcsolat, igy a fertilitas megtartasaért. Hianya sterilitashoz
vezet. Erdekes modon azonban a vér-here gat barrier alkotoinak termelése nem sériil (O'Bryan
és mtsai, 2008). Mindezek miatt nem tartottuk sziikségesnek a Sox8 vizsgalatat. A Sox9 és
Sox10 egymas redundans faktorai, éppen ezért barmelyik hianyaban alig sériil a him gonad
fiziologiaja (Jo és mtsai, 2014). E két transzkripcios faktor fehérjeexpresszioja esetében, illetve
a Sox9 foszforilalt (aktiv) formajanak mennyiségében érdemi eltérés nem igazolddott az AD ¢és
WT csoportok Osszehasonlitdsa soran, mig a TAD egyedeknél mindharom fehérjét
megndvekedett mennyiségben detektaltuk. Ennél a megfigyelésnél nagyobb jelentséggel bir,
hogy a P-Sox9 faktort a kanyarulatos csatornakon beliil hol lehetett detektalni. A
génexpressziohoz sziikséges sejtmagi transzlokaciot, a sejtmag koriili halmozodast a WT és
TAD allatokban lehetett megfigyelni, mig az AD egyedekben az aktivalt transzkripcids faktor
eloszlasa a kanyarulatos csatornakon beliil aranytalan volt. A PP2A a PKA altal is aktivalhato
enzim, amely defoszforilalhatja a PKA altal aktivalt transzkripcios faktorokat (Reglddi és mtsai,
2018 b). Ismert, hogy e foszforilaz mennyisége csokkent Alzheimer-korban (Nicholls és mtsai,
2016), amelyet jelen kisérletben a herében is igazoltunk. A PP2A gatlasa a KIR-ben fokozza az
AB-protein felhalmozodasat (Sontag és mtsai, 2014). Habar az Alzheimer-korban sériil a
PACAP-jelatvitel, a PACAP génhidnyos egereknél a PP2A fokozottabb mennyiségben
expresszalodik a herében (Reglddi és mtsai, 2018 a). Fizikai aktivitas hatasara a foszfataz
fehérjeexpressziojat szintén fokozodott mennyiségben detektaltuk. Mindebbdl feltételezhetd,
hogy a PP2A expresszidja a betegségben jobban fiigg az Alzheimer-korban zajldé egyéb
jelatviteli valtozasoktol, mint a neurodegenerativ korképben sériil6 PACAP jelatviteli ut
aktivitasatol.

A Sox9 tobb olyan fehérje expresszidjat is fokozza, amelyek részt vesznek a here
kanyarulatos csatornak vér-here gatjat bizitositd lamina basalis alkotasaban. Ilyen fehérjék a
IV-es tipust kollagén, a [X-es tipusu kollagén €s a testatin (Georg és mtsai, 2012). A lamina
basalist alkotd f6 fehérje a IV-es tipusu kollagén (Liu és mtsai, 2021). A PCR, WB és
immunhisztokémiai vizsgalatok is aldtdmasztottak, hogy a fehérje expresszidja €s megléte
szignifikdnsan csokken az AD allatokban, a lamina basalis sériil, mig a fizikai aktivitas
normalizdlja a neurodegenerativ betegségben megfigyelhetd elvaltozasokat. A neuronalis

szovetekben szintén kimutattdk, hogy az Alzheimer-korban csokken a IV-es tipusu kollagén

83



expresszioja (Christov és mtsai, 2008), illetve a fehérje jelenléte csokkenti az AB-képzodését
(Kiuchi és mtsai, 2002). Korabbi kisérleteink soran azt is igazoltuk, hogy a PACAP KO
egerekben hasonl6 elvaltozasok detektalhatok: szignifikdnsan csokken a IV-es tipusu kollagén
expresszioja, sériil a vér-here gat barrierfunkcidja, és ezaltal sériill a himivarsejtképzés is
(Reglédi és mtsai, 2018 a). A herében a IX-es tipust kollagén mRNS ¢és fehérjeexpresszidja a
IV-es tipusu kollagénhez hasonldan valtozott: az AD egyedekben csokkentek, a fizikai aktivitas
hatasara pedig normalizalodtak az értékek. A testatin egy specifikusan a herében (féként a pre-
Sertoli sejtekben) expresszalodd gén, amely felel6s az un. cystatin proteinek (cystein proteaz
szerepe a korai heredifferencialédésban van, kismértékben a felnétt gonadban is expresszalodik
(Eriksson és mtsai, 2002). Az embrionalis fejlédés soran a testatin expresszioja a Sry-fiiggd
Sox9 expressziojat koveti (Tohonen és mtsai, 1998). Ezzel 6sszefliggésbe hozhatd, hogy mind
az AD, mind a TAD egereknél hasonld mértékben valtozott a testatin fehérje mennyisége, mint
a Sox9-é. A testatin expresszidja novekedett a fizikai aktivitas hatdsara az AD egyedekben
detektalhatohoz képest, habar a neurodegenerativ betegségben is fokozottabb volt a fehérje
mennyisége, mint a WT egerekben. A IV-es és [X-es tipusu kollagén expressziok valtozasai
magyarazattal szolgélhatnak a mikroszkoposan lathatd eltérésekre. A neurodegenerativ
korképben sériil a vér-here gat, s igy kozvetetten csokken a herecsatornak sejtszama is. A fizikai
aktivitds hatdsara pedig normalizalodnak az értékek, habar sosem érik el a vad tipusu
egyedekben detektalhaté mértéket. A korabbi kisérletekben a PACAP hianyaban megfigyelt
elvaltozasok hasonloak az Alzheimer-korban észlelhetokhoz, igy valdszintisithetd, hogy a

betegségben sériil a neuropeptid jelatvitele a herében.

A PACAP szerepét, az Alzheimer-koron kiviil, tobb korfolyamatban is tanulméanyoztak.
Lényegében az Osszes szervrendszert érintd fobb oxidativ korallapotban leirtak cytoprotektiv
hatasait (Toth és mtsai, 2020). Tobb tanulmany is részletezi a neuropeptid him nemi traktusban,
foleg a here miikodésében betoltott szerepét. A gonad fizioldgias folyamatai mellett, annak
patologias allapotaiban is vizsgéaltdk a PACAP hatésait, példaképpen emlithetd a
heretumorokban bet6ltott szerepe (Nakamura és mtsai, 2014). Ahogy a férfi nemi miikodésben,
ugy a ndi reproduktiv traktusban is részletezik a neuropeptid funkcioit. A méh esetében a
PACAP hatasait leirtak a bedgyazdodas, a méhtevékenység (myometrialis kontrakciok) és az
uteroplacentaris keringés folyamataiban is (Koppdn és mtsai, 2022). Erdekes modon azonban a
neuropeptid jelenlétét és hatasait endometriumban, valamint szerepét a méhnyalkahartyaval

Osszefiiggésben 1évo korallapotokban (pl.: endometriosis) eddig még nem vizsgaltak. Az
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oxidativ stresszt okozo ndi reproduktiv korfolyamatok koziil az endometriosis keltette fel a
figyelmiinket. A négyogyaszat pestisének is nevezett korképrdl beszEliink, ha a méh iiregén
kiviil, lényegében barhol a testben, a ndi nemi ciklus hormondlis véltozasaira reagald
méhnyalkahartya talalhatd (Macer és mtsai, 2012). Ahhoz, hogy feltérképezziik a korosan
mukodo szovetben 1étrejovo biokémiai valtozasokat, érdemes azt Gsszehasonlitani egy vele
mikroszkdposan hasonlosdgokat mutatd, €p szovet fiziologias folyamataival. A leginkabb
elfogadott elmélet szerint az ectopids endometrium a méhiiri, azaz eutopids
méhnyalkahartyabol szarmazik, korszovettanilag azonos sejtek épitik fel a kétéle szovetet, ezért
Osszehasonlitasuk trivialisnak mondhatd (Lagana és mtsai, 2019). Az endometriosisban
detektalhatd biokémiai folyamatok feltételezett elvaltozasainak feltarasahoz elészor érdemes
megvizsgalni az ép endometriumban zajlodé molekularis folyamatokat.

A legtobb —human betegségek gyogyitasat célzo — molekularis kutatasban egy hipotézis
megerdsitését, illetve megcafolasat leggyakrabban el6szor sejtvonalakon végzik, majd
allatkisérletek utan kovetkezik a human gyogyaszatban torténd gyakorlati alkalmazas, tesztelés.
Az endometrium, illetve az endometriosis jelatvitelének feltérképezésében is 1éteznek ezek a
lehetdségek. A human ectopids és eutopids szovet azonban rendkiviil specidlis 0sszetételii és
Iényegében egyedi az emberi faj esetében, amennyiben a méhlepényes élélényeket vizsgaljuk.
A legtobb emlés — koztiik a kisérletekre leggyakrabban hasznalt egyedek — méhnyalkahartyaja
menstruacioés ciklus helyett oestrus cikluson megy keresztiil a reproduktiv ¢€letszakasz soran
(4jayi és mtsai, 2020; Sato és mtsai, 2016). Néhany allatfaj (pl.: féemlosok) kivételével
menstruacios ciklusa csak a human endometriumnak van (Emera és mtsai, 2012), melynek
napokig fennmarad, érik, majd a trophoblastproliferdcid hidnyaban levalik a ciklus elején
(Ferenczy és mtsai, 1991). A menstrualo emlésokkel vald kisérletezés hatranya, hogy a
,hozzaférhetdségilik” rendkiviil nehéz, tartdsuk koltséges, illetve a veliik valo kisérletezés
sulyos etikai problémakat vet fel. Mindezeken tul, az endometriosis szintén ,,humanspecifikus”
korallapot, ugyanis ectopids endometrium spontan kizardlag az emberben €s a menstrualo
fajokban alakul ki (Simitsidellis és mtsai, 2018). Bar 1éteznek olyan oestrus ciklussal bird
allatmodellek, amelyeket az endometriosis kialakuldsdnak tanulmdnyozdsara hoztak létre,
egyik sem tokéletes, nem fedi le a koérallapot Gsszes aspektusat. Példaként emlithetk azok az
allatmodellek, amelyeknél méhiiri endometriumot tiltetnek mitéti uton a hasfali peritoneumra.
Bar az adhézi6 tanulmanyozasa lehetségessé valik, ha feltételezziik, hogy az eutopids és
ectopias méhnyalkahartya biokémiai folyamatai sok tekintetben eltérnek egymastol, ezeknél a

modelleknél Iényegében kiilonbségek nem detektalhatok molekulédris szinten, hiszen
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mindkétféle vizsgalt szovet ép, egészséges (Griimmer, 2006; Story és mtsai, 2004, Taniguchi
és mtsai, 2021, Tirado-Gonzdlez és mtsai, 2010).

A méhnyalkahartya egy komplex szovet, amelyet sokféle sejttipus épit fel: az
endometriumot alkoto 6ssejtek és terminalisan differencialodott sejtek (Evans és mtsai, 2016,
Gargett és mtsai, 2009). Ez a diverz populacié egy olyan szoveti miliét hoz létre, amely
finomhangolt, ¢élénk sejtkézi kommunikécion alapulé folyamatokkal biztositja a nyalkahartya
ciklusonkénti felépiilését, megujulasat és ép funkciojat (Nikolakopoulou és mtsai, 2021). Az
ectopias €s eutopias szovet mikroszkoposan (korszovettanilag) azonos sejtekbdl épiil fel
(Camboni és mtsai, 2021). Az endometrium vizsgalatira hasznalt sejtvonalakat gyakran
patoldgias eutopias méhnyalkahartyabol, vagy menstrudcios vérbdl izolaljak, és altalaban csak
egyféle sejttipusat tartalmazzak a szovetnek. Emiatt ezekkel a sejtvonalakkal valo kisérletezés
soran az endometriumnak csak bizonyos tulajdonsagait lehet vizsgalni. Raadasul sok sejtvonal
immortalizalt. Ezeknek, és a kéros nyalkahartyabol izolalt sejteknek a molekularis folyamatai
sok ponton eltérnek az ép szovet miikodésétdl (Du és mtsai, 2016, Musina és mtsai, 2008;
Noumoff és mtsai, 1987; Holdsworth-Carson és mtsai, 2019). Az endometriosis modellezésére
hasznalt sejtvonalak szintén nem tartalmazzdk a szdvet minden sejttipusat, igy példaul a
sejtkozotti kommunikacion alapul6 folyamatok nem vizsgéalhatok, a sejtvonal nem tiikrézi hiien
a komplex szovet miikodésének minden aspektusat (Fan, 2020).

A fentebb emlitett okok miatt a sejtvonalak €s az allatmodellek alkalmazéasa, bar
bizonyos szdveti tulajdonsagok vizsgalatara kivaloan megfelelnek, mégsem alkalmasak ennek
a sokrétli szovetnek a tanulmanyozasara. Logikus kovetkeztetés tehat, hogy a biokémiai
folyamatok feltérképezésére a legmegtelelobb dontés maganak a humén endometriumnak és
endometrioid mintanak a kisérletekbe valé bevonasa. Tudni érdemes azonban, hogy mig az
ectopias szovet eltdvolitasaval relative konnyen elérhetd minta biztositott az alapkutatast végzo
szakemberek szamadra, addig a méhiiregi nyalkahartya kinyerése komoly etikai problémakat vet
fel. Az eutopias szovetbdl torténé mintavétel ugyanis csak és kizarolag megfeleld sebészeti
javallatra torténhet. Ezeket — a szovet kinyerését célzo — miitéteket altalaban azért végzik, mert
a preoperativ kivizsgalas soran egy, a nyalkahartya miikodésében bekovetkezett patologias
folyamatot feltételeznek az indikaciot ado tiintetek hatterében (pl.: rendellenes, bdséges hiivelyi
vérzés hatterében gyakran polypus jelenléte, vagy endometrium hyperplasia all) (McCluggage,
2006; Maclean és mtsai, 2020). Igy jelentdsen csokken az esélye annak, hogy egy kutaté ép
eutopias nyalkahartyamintat vizsgaljon a kisérletek soran.

Kutatasom soran ezért célom volt annak felderitése, hogy a sebészi titon eltavolitott

eutopids endometrium mintdkbol mekkora hanyad alkalmas arra, hogy megfeleld kontrollként
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szolgaljon in vitro kisérletekben az ectopias szovet biokémiai folyamatainak feltarasara, illetve
ezaltal a két szovetféleség 0sszehasonlitasara. Ennek kideritésére retrospektiv analizissel egy
harom évet fel6leld periodus soran a DE KK Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikarél DE KK
Patologia Intézetbe ,,Szabalytalan havivérzés k.m.n.” (N9260) BNO koddal feladott miitéti
mintak adatait néztiik at, 6sszesen 1126 zarojelentést és korszovettani leletet. Mindezekbdl 939
mitét célozta kizarolag az endometrium méhiirbdl vald kinyerését. A fennmarad6 213 eset
kizérasra keriilt, mivel ezeknél az endometrium kinyerése csak részét képezte egy masik
operacionak (pl.: cervicalis polypus ablatidjakor kiegészitd endometrium curettage), vagy a
mutét soran méheltavolitas tortént. A harom f6 sebészeti eljaras, amellyel endometrium minta
biztosithato: a méhkaparas (curettage, vagy abrasio), a hysteroscopia soran torténé mintavétel
(biopszia), illetve a méheltavolitas (hysterectomia). Utdbbi miitétet akkor végzik el, amikor
bizonyitottan patologias folyamat zajlik a méhben (pl.: endometrium hyperplasia, endometrium
carcinoma) (Maclean és mtsai, 2020). Emiatt jelen kutatisban csak azokat a mintakat
vizsgaltuk, amelyeket méhkaparas, illetve biopszia utjan tavolitottak el. Bizonyitott, hogy egy
kérosan elvaltozott endometriumban szamos molekularis eltérés lehet az ép szovethez képest
(Lax, 2007, Llobet és mtsai, 2009; Yeramian és mtsai, 2013, Zauber és mtsai, 2015). Eppen
ezért csak egészséges méhnyalkahartya (proliferacids és szekrécios fazisképli endometrium)
lehet alkalmas molekularis vizsgalatoknal kontroll szovetnek. Ezen tilmenden, az is igazolt,
hogy a perimenopausalis méhnyalkahartya génexpresszidos folyamatai szamos ponton
eltérhetnek a premenopausalis endometriumban megfigyelhetéhoz képest (Erikson és mtsai,
2017). Mivel a 45 éves korban, vagy az elott bekovetkezé menopausat korai menopausanak
nevezzik (Shuster és mtsai, 2010), ezért a 45 éves, vagy annal idésebb korban D&C és HSC
soran kinyert mintak szintén kizarasra keriiltek.

Amikor egy miitéti minta az alapkutatast végzd laboratoriumba érkezik, a korszovettani
diagndzisa ismeretlen. A kutatasunk alapjan, 96% annak az esélye, hogy ilyenkor patologias
kritériumokon alapul6 sziir6protokoll novelheti az esé€lyét annak, hogy ép szovetmintaval
kezdjiik meg kisérleteinket. A 111.2.3-as pontban részletezett kritériumok hasznalataval 22%-ra
ndtt annak az esélye, hogy €p szdvetet vizsgalunk az in vitro kisérletek soran.

Annak oka, hogy a D&C és HSC soran kinyert mintak eredményeit kiilon is vizsgaltuk
az, hogy a kétféle modszerrel rendelkezésre 4ll6 endometrium masféle kutatastipusokra
alkalmas. Mig a kapardssal kinyert szovet fOként a méhnyalkahartya funkcionalis rétegét
tartalmazza, igy a fertilitds és a perimenopausa folyamatai tarhatok fel, addig a biopszidval

nyert minta a bazalis réteget is magaban foglalja, igy 6ssejtvizsgalatokra is alkalmas (Maclean
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és mtsai, 2020). Klinikai sziirékritériumok nélkiil annak esélye, hogy ép endometriumot
vizsgalunk, mindkét operativ modszer esetében kicsivel tobb, mint 3%. Ez az arany a klinikai
kritériumokat hasznalva, D&C esetén tobb, mint 24%-ra, HSC esetén tobb, mint 13%-ra
novelhetd. A kutatas sordn azt is feltartuk, hogy mekkora a kiilonb6z6 endometrialis
korfolyamatok eléfordulasanak aranya, habar korabbi publikaciokkal ellentétben, jelenleg
ennek megvalaszoldsa nem szerepelt a céljaink kozott. Ami megkérddjelezhetetlen, hogy
egyediil a korszovettani vizsgalat biztosithatja azt, hogy ép méhnyalkahartyamintat vizsgaltunk

a kisérletek soran (22. dbra).

| JAVALLAT AZ ENDOMETRIUM KINYERESERE |

/ |

A miitét elvégzése ellenjavallt ‘

| ELETKOR |

[ <45 | | 45< ‘ BN MINTA KIZARASA

|

| PREOPERATIV KIVIZSGALAS |

Rutin ndgyogyaszati vizsgalat nem Rutin nogyogyaszati vizsgalat a
erositi meg a méhnyalkahartyaban méhnyalkahartyéaban zajlodo patologias
zajlodo patologias folyamatot folyamatot megerdsiti (pl.: ultrahangon
l latott eltérés alapjan)

| MUTET |

Koros folyamat makroszkoposan Koros folyamat makroszkoposan
nem igazolodik igazolodik

}

| MINTA BEVETELE ALAPKUTATASOS KISERLETBE |

|

| KORSZOVETTANI ELEMZES

MINTA KIZARASA

MINTA KIZARASA

| Proliferacios, ill. szekrécios fazisképii endometrium " Minden egyéb diagnozis (a proliferacios és szekrécios endometriumon kiviil)

_ MINTA KIZARASA

22. abra
Javasolt protokoll az endometrium mintak molekularis vizsgalatokba torténé bevonasara. A
szovet tényleges alkalmassagat a korszovettani vizsgalat erdsiti meg. A klinikai bevalogatasi
és kizarasi kritériumok a minta alkalmazhatosaganak aranyat noveli meg.

Egészséges endometrium kinyerésére célszerii lehet mas javallattal és modszerrel
elvégzett miitét is, amelyet nem menstruacios zavarok miatt indikalnak. A méhri
sovényreszekciod (TCRS), illetve a medddségi kivizsgalasok részeként elvégzett diagnosztikus
HSC (ahol képalkotd vizsgalatokkal patologias allapot nem igazolhatd) soran eltavolitott

méhnyalkahartya részek alkalmasak lehetnek in vitro kisérletekbe valo bevonasra (Wang és
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mtsai, 2013; Cholkeri-Singh és mtsai, 2015), habar az igy kinyert mintak korképeinek aranyarol
kevés irodalmi adattal rendelkeziink. Egy masik alkalmas moddszer, ami szoba johet, az
agyhalott fertilis kort nk szervdonacidja soran eltavolitott méhbdl kinyert nyalkahartyaminta.
Erdemes tudni azonban, hogy a jovSben az ily méodon eltavolitott méh olyan szervrecipiens
paciens transzplantacioja soran lesz felhasznalhato, akinél a medddség oka a sajat méh hianya
(absolute uterine factor infertility) (Brdnnstrom, 2017). Ezen tilmenden, komoly etikai
kérdések is felmeriilnek az emlitett modszerrel torténd endometrium kinyerésével
kapcsolatban. Megfontolando tovabba a myomak miatt eltavolitott méhbél vald nyalkahartya
mintavétel is, habar feltételezhetd, hogy a joéindulati gob jelenléte hatassal lehet az
endometrium biokémiai folyamataira, foleg ha az a szovetet ,,irritalé” submucosus leiomyoma.
Raadasul a panaszokat okozd gobok miatt torténd méheltavolitast domindloan
perimenopausalis kortt n6knél végzik el (Marsh és mtsai, 2018).

Klinikai jellegli kutatdsunk egyik hibaja az, hogy kizarolag az N9260 BNO koddal
korszovettani vizsgalatra kiildott eseteket néztiink at, hiszen vérzészavar miatt elvégzett
miitétek soran eltavolitott szovetek patologiai elemzése mas BNO koddal is kérhetd (pl.: N9390
— Rendellenes méh és hiivelyvérzés, k.m.n.). Ugyanakkor irodalmi adatok arra utalnak, hogy a
jelenleg leirt aranyok nem valtoznanak jelentds mértékben, tovabba az altalunk vizsgalt

esetszam is igen nagy.

A PACAP ndi nemi traktus miikddésére gyakorolt hatisairdl szamos irodalmi adat
talalhat6 (Koppadn és mtsai, 2022). Az endometriumban, és a mikroszkoposan hasonlo sejtekbodl
felépiild endometriosisban betdltott szerepét azonban eddig még nem vizsgaltak. A neuropeptid
jelatvitelét 6 db ectopias (ECT) és 3 db eutopias (EUT) mintdban tanulményoztuk, dsszesen 15
gén MRNS expresszidjara voltunk kivancsiak. A fentebb emlitett okok miatt rendkiviil nehéz
megfeleld kontrollként szolgald ép méhnyalkahartyat vizsgalni, ezért ilyen alacsony az EUT
szovetek mintaszama. Statisztikai szempontbol azonban minimum 3 minta is elegend6 ahhoz,
hogy egy kutatas sordn — Osszefliggést mutatdé eredmények mellett — értékelhetd
kovetkeztetéseket lessen levonni. Korabbi tapasztalatokbdl kiindulva, féleg az EUT mintakbol
korlatozott mennyiségii RNS vonhato ki. Eppen ezért, kutatdsunk hipotézise alapjan szamos
szoba jovo vizsgalandd molekulabdl irodalmi adatok alapjan kivalogattuk azokat, amelyek a
legfontosabbak ¢€s 0Osszefiiggésbe hozhatok egymadassal az endometriosis biokémiai
folyamatainal.

Kisérleteink sordn eldszor arra voltunk kivancsiak, hogy a két vizsgalt szovetben

expresszalodik-e a PACAP. A neuropeptid pre-formajanak (pre-PACAP) expresszidjat az EUT
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¢s ECT mintak egyharmadaban detektaltuk. Joggal meriil fel a kérdés, vajon ezek alapjan lehet-
e barmilyen szerepe a PACAP-nak az endometrialis szdvetben, ha az maga nem is minden
esetben expresszalja a peptidet. Tudni érdemes, hogy a PACAP-ot nem feltétlen termeli egy
adott szovet, a neuropeptid mégis befolyasolja annak mitkdését. A PACAP ugyanis a szervet
ellato (foleg szimpatikus) idegvégzodésekbdl, illetve a kornyezd szovetekbdl is felszabadulhat,
igy hatast gyakorolva a kornyezd sejtekre. Az EUT mintdk esetében a méhet ellatd
idegvégzddések, ECT mintak esetében pedig az ovarialis sejtek, illetve a petefészket ellatd
idegvégzOdések lehetnek forrasai a PACAP felszabadulasanak (Vaudry és mtsai, 2009).
Raadésul minden vizsgalt minta esetén kifejezédnek PACAP-k6to receptorok, még azoknal a
csoportoknal is, ahol a médiumhoz nem adagoltuk a neuropeptidet. EUT mintakban a PACIR
¢s a VPAC2R, mig ECT mintdkban a VPACIR expresszalodott minden esetben. A
hormonadagolds hatdsara mindkétféle szovetben fokozddott a PACIR, a VPAC2R és ahol
lehetett detektalni, a prePACAP expresszidja is. Egyediil az ECT mintaknal csokkent a néi nemi
hormonok hatdsara a VPACIR expresszioja. Tovabba egyetlen esetben tortént ellentétes
valtozas a PACAP adagolasnal: EUT mintdknal hormonadagolas nélkiil emelkedettebb a
PACIR expresszidja, mig hormonhatasra csokkent az érték.

A PACAP szédmos egyéb jelatviteli ut miikodését befolyasolja crosstalk mechanizmus
segitségével, koztiik a TGFB-szignalizaciot (Juhdsz és mtsai, 2015). E molekula nagy figyelmet
kapott az elmult években az ectopias endometrium kialakulasaban betoltott szerepe miatt. A
migracios kapacitasanak szabalyozasaban (Gordeeva, 2019). Endometriosisban igazoltak a
TGFpB fokozottabb expressziojat. Az altala is szabalyozott, sejtpluripotenciat fenntartd
molekuldk fokozottabb expresszidja bizonyitékként szolgal az ectopids laesio kialakulds Gssejt
eredetével valo magyarazatanak. A harom fehérjemolekula (TGFB-1, TGFB-2 és TGFp-3)
mtsai, 2015). A szovetekbdl kinyerhetd korlatozott mennyiségli mRNS miatt éppen ezért csak
a TGFB-1 expressziojat vizsgaltuk. Hormonadagoléas mellett a PACAP EUT mintakban novelte,
ECT mintakban pedig csokkentette a TGFp-1 expressziojat. Erdekes modon, a hormonadagolas
onmagaban csokkentette a molekula expresszidjat az EUT mintak esetében, mig a PACAP
hormonok nélkiil kismértékben novelte az expressziot ECT mintak esetében. A TGFp-1-
expresszid valtozast tekintve, minden tovdbbi molekula expresszid vizsgalata nélkiil,
amennyiben csak a hormonalis kdzegben kezelt mintdkat nézziik, a PACAP hajlamosithatja az

eutopids szovetet az ectopids szovet képzésére, mig endometriosisban gatolja azokat a
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A TGFp ligandként valé bekotddése hatasara két TGFBR-II és két TGFBR-1 receptor
heterotetramert képez és szerin/treonin kinaz aktvitasa révén szignalizacios kaszkadot indit el
a sejten beliil (Tzavlaki és mtsai, 2020). A TGFBR-I expresszioé hormonalis és PACAP hatasara
is novekedett EUT mintakban, mig ECT mintakban csokkent. Hasonlo6 valtozas figyelhetd meg
a TGFPR-II expresszidjaban is, kivéve, hogy a hormonalis hatds onmagaban a PACAP-
adagolassal ellentétes hatast valt ki. Kiemelendd, hogy a TGFp receptorok koziil a TGFR-II
rendelkezik ligandkoté aktivitassal (Tzaviaki és mtsai, 2020). Hormonalis kozegben PACAP
adagolas hatdsara szignifikans volt ECT mintakban a receptor expresszid csokkenése. Ez az
adat is alatdmaszthatja azt a feltételezést, amelyre a TGFB-1 expresszioban bekdvetkezett
valtozasbol kovetkeztettiink.

Ligandkotés hatasara, a TGFP receptortetramer Klasszikus jelatvitele soran Smad
transzkripcids faktorokat foszforilal és aktival, amelyek a sejtmagba lokalizadlodva szamos gén
expresszidjat eredményezik (Gordeeva, 2019; Tzaviaki és mtsai, 2020). A korlatozott szamu
vizsgalhato molekuldk koziil a Smad2 és Smad3 expresszidjara dsszpontositottunk. Tekintve,
hogy a Smad4, mint co-Smad minden esetben R-Smadhoz kotédik a sejtmagi transzlokacio
soran, ennek expressziojat nem vizsgaltuk. Tovabba, a Smad6 és Smad7, mint I-Smad, valamint
a domindléan BMP jelatvitel altal aktivalt Smadl, Smad5 és Smad8 expresszidjanak
vizsgalatatol szintén eltekintettiink (Gordeeva, 2019). Hormonalis kozegben a PACAP
adagolas EUT mintdknal novelte, mig ECT mintdknéal csokkentette a Smad2 ¢és Smad3
expresszigjat. ECT mintdknal rdadasul a Smad expresszid csokkenés szignifikans. Egyediil
EUT mintdknal figyelheté meg ugyanaz, mint a TGFBR-II expresszido esetében is: a
hormonadagolas dnmagaban csOkkentette az expressziot.

Az endometrium a reproduktiv ¢életszakaszban egy folyamatosan megujuld szovet. A
regeneraciot az endometrialis 6ssejtek biztositjak (Cousins és mtsai, 2018). A pluripotencia
fenntartasaért, a proliferacioért, a differenicalodasért és sejtmigracioért felelés Ossejt
transzkripcids faktorok fokozott expresszidja az Ossejtek ectopids lokalizadcidoban valo
megtelepedést segithetik el6, igy kialakitva az endometrioid laesiot (Chang és mtsai, 2013;
Gotte és mtsai, 2011). llyen transzkripcids faktorok az irodalomban legtobbszor emlitett Nanog,
Oct4 és Sox2 (Song és mtsai, 2014). Mindegyik fokozott expresszidjat igazoltak
endometriosisban, illetve mindegyik expresszidjat befolyasolja a TGFp jelatviteli kaszkad (Xu
és mtsai, 2008; Au és mtsai, 2015; Song és mtsai, 2014; Gotte és mtsai, 2011). Mindharom
faktor expressziojat kimutattuk az ECT ¢és EUT mintakban is, habar az ECT mintak csupan

felében detektaltuk az Oct4 expressziot. Ennek a magyarazata az lehet, hogy az Oct4 szerepe
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meglévlé ectopids szovet nem feltétlentil rendelkezik allandéan migracios kapacitéssal.
Hormonalis kézegben PACAP adagolés hatasara a Nanog és a Sox2 expressziodja is ndvekedett
EUT mintakban, mig ECT mintakban csokkent. Csupan a hormonok alkalmazasa EUT és ECT
mintaknal is csokkentette a Sox2 és Oct4 expressziot. Mig az Oct4 expresszio PACAP
adagolasra EUT és ECT mintakban is fokozddott. Mindezekbdl feltételezhetd, hogy a PACAP
EUT mintakban inkdbb az ectopids szovet képzése irdnyaba hathat, mig ECT mintaknal
kapacitasat viszont novelheti. Ennek tisztdzdsa céljabol megvizsgaltunk harom olyan
molekulat, amelyek fokozott expressziojat szintén bizonyitottak endometriosis mintdkban.

A p21 a sejtciklus szabalyozasaban fontos ciklinfliggd kindz inhibitor. Proliferaciogatlo
hatasat antiapoptotikus hatdsa révén fejti ki. Megnovekedett expresszidja ugyanakkor onkogén
hatas iranyaba tereli a szovet molekularis folyamatait, tekintve, hogy az apoptosis gatlasa a
sejtszaporulat irdnyaba tolja az egyensulyi folyamatokat (Gartel és mtsai, 2002). A p21
expresszid zavarat szintén kimutattdk endometriosisban (Zarkadoulas és mtsai, 2019).
Raéadasul a TGFP a Smadok kozvetitésével és a Smad3 PKA-hoz valé kotodésével (és annak
aktivalasaval) is a p21 transzkripciojat eredményezi (Karimian és mtsai, 2016, Moustakas és
mtsai, 2005). A PKA kulcseleme a PACAP kanonikus jelatviteli kaszkadjanak (Juhdsz és mtsai,
2015), igy a p21 expresszio egy kozos pontja lehet a PACAP és a TGFp szignalizacionak. A
PACAP az EUT mintdkban ndvelte, mig ECT mintdkban (hormonalis kézegben szignifikdnsan)
csokkentette a p21 expresszigjat.

A VEGF a szovetek érujdonképzéséért felelés molekula (Shibuya, 2011). Fokozott
termelddését szintén bizonyitottak endometriosisban, illetve expresszidjat a TGFpB-1 serkenti
(Fasciani és mtsai, 2000, Young és mtsai, 2015). A p21-hez hasonloan a PACAP adagolasa
fokozta a VEGF expresszidjat EUT mintakban, mig ECT mintakban csokkentette azt.

Az Aromatéz kulcsenzim a szervezetben az androgén hormonok néi nem hormonokka
valo atalakitasaban (Bulun és mtsai, 2004). A molekula nem minden szovetben expresszalodik.
Az Aromataz aktivitas kimutathat6 a petefészek preovulacios granulosa €s lutealis sejtjeiben, a
placenta syncytiotrophoblast sejtjeiben, férfiakban a here Leydig- és Sertoli-sejtjeiben,
valamint a prostata luminaris és stromalis sejteiben, a csont- €s a zsirszovetben, valamint az
agyveld szamos teriiletén beliil (Stocco, 2012). Endometriosisban az ectopias szovet fokozott
mennyiségben expresszalja az Aromatazt (Bulun és mtsai, 2001). A PACAP adagolasa
(hormonalis kézegben szignifikdnsan) csokkentette az enzim expresszidjat ECT mintdkban.
Talan ez a legerésebb bizonyitéka annak, hogy a PACAP az ectopias szovet kialakulasa, illetve

fenntartasa ellenében hat. A kutatds soran egy érdekes dolgot fedeztiink fel. A legtobb
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publikacid egyetért abban, hogy az Aromatdz egészséges eutopids endometriumban nem
termelddik, nincs aktivitasa, illetve mRNS szinten sem expresszalodik, ugyanis a gén promoter
Endometriosisos paciensek eutopias méhnyalkahartydjaban ugyanakkor valtozd mértékben
expresszalodhat az Aromataz (Maia és mtsai, 2009). A kisérleteink soran vizsgalt mindharom
EUT mintaban kimutattuk az enzim mRNS expressziojat, annak ellenére, hogy a paciensek
egyikének sem volt a kortorténetében endometriosisa. A hormonadagolads és hormonalis
kozegben a PACAP adagolasa is szignifikdsan novelte az Aromatiz expressziojat. Erdekes
modon a kezeletlen szovetekben is igazolhatd az enzim mRNS-e. Ujabb kutatasok igazoltak,
hogy az endometrialis stroma sejtek a decidualizaci6 soran (progeszteron és cAMP stimulusok
hatasara) elkezdenek Aromataz enzimet expresszalni (Piccinato és mtsai, 2018). A
hormonkezelt mintdkat a progeszteronfazisban megfigyelhetd hormonkoncentraciokkal, azaz a
decidualizaciot eredményezd mennyiségekkel kezeltiik a szovettenyésztés terminalasdig, igy
nem meglepd, hogy az enzim expresszidja minden hormonkezelt minta estében detektalhato.
Az endometrium endometrialis mirigy ¢és stroma sejtekbdl épiil fel. Az irodalmi tényt, hogy az
enzim nem expresszalodik eutopids endometriumban, megkérddjelezheti, hogy milyen
mintakban vizsgaltak azt. Jelen disszertacio masodik kutatasrészében részleteztem, milyen
nehézségekbe iitkozik a kutatdé a méhnyalkahartya folyamatainak tanulményozasa soran.
Meglehet, azokat a mintdkat nem tenyésztették, illetve nem tartottak fenn egy teljes
ciklushosszon at, amelyekben az enzim expresszidjat vizsgaltak. Raadasul az eredeti
kisérletben, amelynél az Aromataz expresszidjat endometriumban vizsgaltdk, a szoveteket
hysterectomiat kovetden curettaltak ki a méh {iregébdl. Bar a publikdcio szerint, a
meéheltavolitas nem a méhnyalkahartya kérfolyamata miatt tortént, a hysterectomia elvégzése
is patologias allapot miatt javallott (Bulun és mtsai, 1993). Bizonyos, hogy tovabbi
vizsgalatokat igényel a fentebb részletezett ellentmondas tisztdzasa. Ugyanakkor feltlind
jelenség az 1s, hogy az EUT ¢és ECT szovetekben pont ellentétes modon valtozott az Aromataz
enzim expresszidja. Raadasul, az alacsony EUT mintaszam ellenére, a valtozas szignifikansnak
bizonyult PACAP adagolasra, csak gy, mint a csokkenés az ECT mintaknal.

Kiilon emlitést érdemelnek azok az esetek, ahol a PACAP eltérd valtozast okozott
hormonadagolas nélkiil és hormonadagolas mellett. EUT mintaknal ilyen volt a PACIR, ECT
mintaknal pedig a TGFB-1 expresszioja. Megemlitendék tovabba azok az esetek, amikor a
molekula expresszidja ellentétes valtozdst mutatott a kontroll mintdhoz képest

hormonadagolasra, és hormonalis kozegben PACAP adagolasra. EUT mintdknal ilyen volt a
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PACI1R, a TGFB-1, a TGFBR-II, a Smad3, az Oct4 ¢s a Sox2, ECT mintaknal pedig a VPAC2R,
a TGFBR-II, az Oct4 expresszidja.

A n6i nemi hormonok EUT és ECT mintakra gyakorolt — mRNS expresszidban
megnyilvanul6 — hatasa sok esetben nem meglepd eredmény. Az eutopias endometrium minden
ciklus elején megujul, a basalis réteg egy vaskosabb funkcionalis sejtréteget hoz 1étre. Ehhez
sziikséges az Ossejtek proliferacioja és elkotelezddése a differencialodés iranyaba, valamint a
nagyobb térfogati szoveti réteg megjelenésével — a tapanyagigény kielégitése miatt — az
érujdonképzédés folyamata (Cousins és mtsai, 2018, Figueira és mtsai, 2011). A TGFB
jelatviteli molekulak és az Ossejt markerek expresszidja meglehet, ezért mutat a kontroll
csoportéhoz kozeli mértékii ingadozast. Ezen feliil fokozottabb a VEGF és a p21 expresszidja.
A PACAP adagolasa a legtobb vizsgalt molekula expresszidjat ehhez képest ndveli meg, igy
feltételezhetd, hogy a méhnyalkahartya miikodését inkabb az ectopias szovet képzésére
hajlamositd folyamatok irdnyaba tolja el. Jelenlegi tuddsunk szerint, az endometriosis egy
Osztrogénfliggd szovet, fennmaradasahoz sziikséges a néi nemi hormon jelenléte (Camboni és
mtsai, 2021). Ennek ellenére, a kisérletes eredményekbdl is lathatd, hogy a hormonadagolas
mégis az ectopias szdvetet fenntarté molekularis elvaltozasok ellenében hat. Ez az eredmény
(combined oral contraceptive pills, azaz kombindlt oralis fogamzasgatldo készitmények)
alkalmazasa jotékony hatasu (Rafique és mtsai, 2017). A PACAP a legtobb vizsgalt
molekulandl potencirozza ezt a hatast, éppen ezért feltételezhetd, hogy endometriosisban
inkabb az ectopias szovet fennmaradasat szolgalo folyamatok ellenében hat.

A molekuléris kisérletiink sok elonyds dolog mellett sajnos szdmos hidnyossagot is
magaban hordoz. Elsé korben, az eltavolitott szoveteket lényegében elvélasztottuk az
immunrendszert6l. Az immunfolyamatok eltérései jelentds szereppel birnak az endometriosis
kialakulasaban és a laesio fennmaradasaban (Farland és mtsai, 2020). Ugyanakkor pont ezért
hasznos is lehet ez az alkalmazott tenyészési mddszer, hiszen igy az EUT és ECT szdvetek
kozti kiilonbségek az immunrendszer altal befolyasolt folyamatok nélkiil tanulmanyozhatok. A
kisérletek masik hibaja, hogy a molekuléris véltozasokat nem vizsgaltuk fehérjeszinten. Egy
gén mRNS expresszidja ugyanis dnmagaban nem bizonyitja azt, hogy a transzlaciot kdvetden
valdban valtozas jon létre egy szovetben. Annak oka, hogy csak az mRNS szintii véaltozasokat
tanulmanyoztuk az, hogy a nukleinsav €s fehérjeexpresszid valtozésait egy mintabodl célszerti
vizsgélni. Az endometrioid cystafal elég nagy méretii lehet, hogy ezt megtegyiik, viszont az
eutopids endometrium minta tal kicsi ahhoz, hogy mRNS és fehérjevizsgélatokra is alkalmas

mennyiségli csoportokra osszuk fel. Az mRNS expresszioban bekdvetkezo eltérd valtozasok

94



azonban felhivjak a figyelmet arra, hogy a késobbiekben érdemes foglalkozni az EUT és ECT
szovetek kozotti kiilonbségek részletes feltarasaval. A harmadik emlithetd hibéja a kutatasnak,
hogy nagyon alacsony az EUT mintaszam. Ennek magyardzata jelen dolgozat masodik
kutatasrészében részletezett okokban rejlik. Kicsi az esélye, hogy a kutatd ép endometriumot
vizsgal a kisérletek soran, rdadasul, sajat teny€sztési tapasztalatunkra alapozva, az eutopias
minta joval érzékenyebb és sériilékenyebb szovet, mint az ectopids minta. Az alacsony EUT
mintaszam ellenére, legalabb harom elem sziikséges egy statisztikailag értékelhetd
kovetkeztetés levondsara. Rdadasul az EUT ¢és az ECT mintak esetében a PACAP kezelésre
adott expresszios valtozasok szabalyosan eltérnek egymastol. Igy feltételezhetd, hogy a
mintaszam novelése nem befolyasolna dominansan a jelenleg kapott eredményeket.

Kiemelend6 végiil, hogy a két hormonfiiggd szovetnél kutatdsok soran eldszor
igyekeztiink imitalni a n6i nemi ciklus hormonalis valtozésait. Jelen kisérleteknél természetesen
nem kaptunk vdlaszt arra, hogy az endometrium kiilonb6zd ciklusallapotaiban ugyanezek a
detektalt expresszios valtozasok figyelhetdk-e meg. Ugyanakkor a mintak azonos ciklusnapig
vald kezelése, illetve feldolgozasa standardizalhatova tette a megfigyelt valtozasokat. Raadasul
a legtobb esetben hormondlis kezelés nélkiil is hasonld expresszios valtozasok detektalhatok
PACAP-adagolas mellett. Igy nem biztos, hogy adodnanak expresszios kiilonbségek a minta
eltavolitas mindenkori ciklusallapota és a ciklusvégi allapota kozott.

Jelen kutatds sordn az ectopids szovetek koziil csak ovarialis endometrioid mintakat
vizsgaltunk. A késoébbi kisérletek soran kérdés lehet az is, vajon van-e kiilonbség a PACAP és
TGFB jelatvitelekben a peritonealis, a mélyen infiltralo és a tdvoli lokalizacidkban megtelepedd
endometriosisos szovetek kozott.

Jelen dolgozat két, kisérletes kutatasrészeébdl kiemelendd az alkalmazott modellek
szerepe. Tekintve, hogy az Alzheimer-korban hasonld molekularis eltéréseket igazoltunk a here
esetében, mint ami az agyban megfigyelhetd, a jovoben megfontolhatd, hogy bizonyos, a
korfolyamatokat kialakito jelatviteli valtozasok feltardsara egy masik szovet is alkalmas lehet,
akar a kisérleti allatok terminalasa nélkiil is. Az endometrium és endometriosis vizsgalatakor a
haromdimenzios struktira megdrzésével, valamint a hormonalis ciklus imitalasaval kozelebb
kertilhetliink az ectopids szovet korfolyamatainak megismeréséhez. Az altalunk ujonnan
kidolgozott tenyésztési moddszer adekvat lehetéség a molekularis  folyamatok
tanulmanyozasara, a szovetek fenntarthatok altala, a kisérletek végén pedig az eredmények

standardizalhatosagat biztositja.
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V1. Konkluzio

A PACAP nem tartozik azok kozé az endogén anyagok koz¢, amelyek a szervezetben
prominens valtozasokat hoznak létre. Ennek ellenére szamos élettani és koéros folyamatban
fontos szereppel bir: a jelenléte, illetve a hianya is befolydsolja a szovetek biokémiai
folyamatait. Jelen kutatasokban az Alzheimer-korban és az endometriosisban betdltott szerepét
vizsgaltam. Az eldbbi betegségnél a PACAP jelétvitel him gonadban megfigyelhetd eltéréseit,
az utobbi korallapotnal a neuropeptid eutopids €s ectopids szdvetre gyakorolt hatédsait
tanulméanyoztam.

Az Alzheimer-kor egy olyan degenerativ korkép, amely a kozponti idegrendszeren kiviil
periférias szoveteket is érinthet, koztiik a him gonadot is. Ismert, hogy a betegségben a KIR
bizonyos teriiletein a PACAP jelatvitele sériil. Az agy és a here sejtkozotti kapcsolatait (neuron-
gliasejt és Sertoli-csirasejt) és vér-szoveti barriereit (vér-agy gat és vér-here gat) tekintve
hasonlosagokat mutatnak egymassal. Igazoltuk, hogy az Alzheimer-kérban romlik a him gonad
szoveti felépitése: csokken a heretubulusok sejtszdma, illetve sériil a vér-here barrier felépitése
is. A mikroszkoposan igazolhatd karosodasokban szerepet jatszik a PACAP szignalizacio
alulmiikodése. A rendszeres fizikai aktivitas, amely a KIR-ben is lassitja a neurodegenerativ
betegség progressziodjat, jotékony hatassal van a here mitkddésére is: a mozgés normalizalja a
PACAP jelatvitel eltéréseit a him gonadban. A neuropeptid szignalizdcidja nagy
valoszintiséggel egyike azoknak a biokémiai folyamatoknak, amelyek a fizikai tevékenység
soran aktivalodnak. Feltételezhetd tovabba, hogy az Alzheimer-kért modellezd egerek
kisérletekbe vald bevonasa alkalmas lehet a here degeneracidos folyamatainak
tanulmanyozasara. Tovabba, a him gonad megfeleld szerv lehet a fizikai aktivitas altal aktivalt
biokémiai folyamatok és a szdveti regeneraciés mechanizmusok vizsgalata soran.

Az endometriosis szerkezeti és viselkedésbeni hasonlosagokat mutat az
endometriummal, a legelfogadottabb elméletek szerint is az eutopias szovetb6l ered. A koros
és egészséges szOvet Osszehasonlitasa biztosithatia a molekularis folyamataik kozti
kiilonbségek feltarasat. Ezek az eltérések jelenthetik az endometrisosis eliminacidjaban
alkalmazhat¢ terapias lehetdségek megteremtését. Nehéz azonban megfeleld kontrollt talalni az
eutopids szovet vizsgalatara, a sejtvonalak és az allatmodellek tanulmanyozéasa nem fedi le a
human endometrialis szovetek biokémiai folyamatainak minden aspektusat. Komoly
akadalyokba iitk6zik ugyanakkor az a kutat6 is, aki a legalkalmasabbnak tiind méhiiregi
nyalkahartya molekuldris mechanizmusait tanulmanyozza. Ugyanis csak az egészséges

endometrium jelent valodi kontroll szovetet az endometriosissal valo dsszehasonlitas soran. A
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mutéti eljarasokkal kinyerhetd méhnyalkahartya nagy része azonban koros, igy molekuléris
folyamataik is szamos ponton eltérnek az egészséges szovetétdl. Nem tulzas kijelenteni azt,
hogy a legtobb korabbi kutatas eredménye, amely sordn az endometriumot tanulméanyoztak,
kello kritikaval kezelendd. Retrospektiv analizisiinkkel bizonyitottuk, hogy a vizsgalando
endometrium mintdk kivalasztasanal a klinikai bevalogatasi és kizarasi kritériumok
alkalmazasa noveli annak esélyét, hogy az alapkutatas soran ép méhnyalkahartyaval dolgozunk.
Tovabbd minden minta kérszovettani vizsgalata elengedhetetlen a megbizhaté eredmények
elfogadasa érdekében. A koros szovet igazolasa kizarasi feltételt jelent.

A PACAP endometriumban €s endometriosisban betoltott szerepét korabban még nem
vizsgaltak. Kutatdsunk soran eldszor igazoltuk, hogy mindkétféle szovetben expresszaldédnak
PACAP-kot6 receptorok, annak ellenére, hogy a neuropeptid maga nem expresszalodik minden
esetben. El6szor imitaltuk tovabba a ndi nemi ciklus hormonalis valtozasait, amely az eutopias
¢s ectopias szovetek mitkddésére is hat a szervezeten beliil. A PACAP adagoldsa hormonalis
kozegben eltérd, a kontrollhoz viszonyitott ellentétes expresszids valtozasokat eredményez az
endometrium és az ovarialis endometrioid mintakban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
természetesen ennek megerdsitésére. Jelen kisérleti eredmények ismeretében ugy tiinik, a
PACAP endometriosisban bizonyos mértékben gatolja azokat a mechanizmusokat, amelyek az
ectopids szovet kialakitasaban szerepet jatszanak, mig a méhnyalkahartyaban a koros szovet
képzési folyamatainak iranyaba hat. Utdbbi esetén kérdés, hogy mi a hatar a kontrollhoz
viszonyitott expresszids valtozasoknal, amely a rendszeres 1d6kozonként differencialodo és
proliferald szovet Gjraépitését eldsegiti, illetve amely az ectopids szovet 1étrejottét okozza. Nem
valdszinli, hogy a jovoben a PACAP Onmagaban elegendd lesz az endometrioid szovet
eliminaldséara, ugyanakkor kombinalt terapidban valo alkalmazéasa potencialis lehetdség lehet a
korallapot kezelésében. A PACAP adagolas altal létrehozott expresszids valtozasok
bizonyitékul szolgédlnak arra, hogy alapvetd kiilonbségek vannak az eutopids és ectopids

szovetek biokémiai folyamatai kozott.
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Discussion of Results and New Scientific Findings of the Thesis

PACAP is not one of the endogenous substances that cause prominent changes in the
body. Nevertheless, it plays an important role in many physiological and pathological
processes: its presence or absence influences biochemical processes in tissues. In the present
research, we investigated its role in Alzheimer's disease and endometriosis. An inflammatory
pathogenesis involving oxidative stress processes is thought to underlie the development of
both diseases. We have studied the effects of PACAP signaling in the male gonad in
Alzheimer's disease and the effects of neuropeptide on eutopic and ectopic tissue in
endometriosis.

Alzheimer's disease is a degenerative disease that can affect peripheral tissues other than
the central nervous system, including the male gonad. PACAP signaling is known to be
impaired in certain areas of the CNS. There are similarities between the brain and testis in terms
of their intercellular connections (neuron-glial cell and Sertoli-germ cell) and blood-tissue
barriers (blood-brain barrier and blood-testis barrier). It is not surprising, therefore, to assume
that certain neurodegenerative diseases also manifest to some extent in peripheral tissues other
than the central nervous system. Abnormal production or accumulation of AB-peptide is thought
to underlie the pathogenesis of Alzheimer's disease. This molecule is formed from APP, a
protein produced and found not only in the central nervous system but also in the testis. In intact
tissues, amyloidogenesis is a controlled process. In contrast, pathological amyloid is formed in
Alzheimer's disease. It has been shown that in Alzheimer's disease the tissue structure of the
male gonad is impaired: the number of cells in the seminiferous tubules is decreased and the
structure of the blood-testis barrier is impaired. Underactivation of PACAP signaling plays a
role in the microscopically verifiable damage. Regular physical activity, which also slows down
the progression of neurodegenerative disease in CNS, also has beneficial effects on testicular
function: exercise normalises abnormalities in PACAP signaling in the male gonad.
Neuropeptide signaling is most likely one of the biochemical processes that are activated during
physical activity. We further hypothesize that the use of mice modeling Alzheimer's disease in
experiments may be suitable for studying testicular degeneration processes. Furthermore, the
male gonad may be a suitable organ for studying biochemical processes and tissue regeneration
mechanisms activated by physical activity.

Endometriosis shares structural and behavioural similarities with the endometrium, and
is also thought to originate from eutopic tissue. Comparison of abnormal and healthy tissue may
provide insight into the differences between their molecular processes. These differences may
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represent therapeutic options for the elimination of endometriosis. However, it is difficult to
find an appropriate control for the study of eutopic tissue, and the study of cell lines and animal
models does not cover all aspects of biochemical processes in human endometrial tissue. The
endometrium is a complex tissue built up by many different cell types: the stem cells and
terminally differentiated cells that make up the endometrium. This diverse population creates a
tissue milieu that ensures the cyclical regeneration, renewal and intact function of the mucosa
through finely tuned processes based on lively intercellular communication. The ectopic and
eutopic tissue is composed of microscopically (histopathologically) identical cells. The cell
lines used to study the endometrium are often isolated from pathological ectopic endometrium
or menstrual blood and usually contain only one type of cell from the tissue. In addition, many
cell lines are immortalised. The molecular processes of these cells, and those isolated from
abnormal mucosa, differ in many respects from the function of intact tissue. The uterine mucosa
of most mammals, including those most commonly used for experiments, undergoes an estrous
cycle instead of a menstrual cycle during the reproductive life cycle. With the exception of
some species (e.g. primates), only the human endometrium has a menstrual cycle. The
disadvantages of experimenting with menstruating mammals are that they are extremely
difficult to ‘access', expensive to keep and raise serious ethical issues. In addition, endometriosis
is also a 'human-specific' condition, as ectopic endometrium develops spontaneously only in
humans and menstruating species. However, there are also serious obstacles for researchers
studying the molecular mechanisms of the endometrium, which appears to be the most suitable.
For only healthy endometrium is a true control tissue for comparison with endometriosis.
However, most of the endometrium that can be harvested by surgical procedures is abnormal,
so its molecular processes differ from those of healthy tissue in many respects. It is not an
exaggeration to say that the results of most previous studies of the endometrium should be
treated with due criticism. Our retrospective analysis has demonstrated that the use of clinical
inclusion and exclusion criteria in the selection of endometrial specimens for testing increases
the chances of working with intact endometrium in experimental research. Furthermore,
histopathological examination of all samples is essential to accept reliable results.
Histopathological confirmation of abnormal tissue is an exclusion criterion.

The role of PACAP in endometrium and endometriosis has not been previously
investigated. In our study, we have demonstrated for the first time that PACAP-binding
receptors are expressed in both types of tissue, despite the fact that the neuropeptide itself is not
expressed in all cases. We have also mimicked for the first time hormonal changes of the female

menstrual cycle, which affects the function of both eutopic and ectopic tissues within the body.
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Administration of PACAP in hormonal media results in differential expression changes in
endometrial and ovarian endometrioid samples, opposite to those of controls. Further studies
are of course needed to confirm this. In view of the present experimental results, it appears that
PACAP in endometriosis inhibits to some extent the mechanisms involved in the formation of
ectopic tissue, while in the endometrium it acts towards the formation of abnormal tissue. In
the latter case, the question is what is the limit between expression changes relative to the
control that promote the remodelling of tissue that periodically differentiates and proliferates
and those that cause the formation of ectopic tissue. It is unlikely that PACAP alone will be
sufficient to eliminate endometrioid tissue in the future, however, its use in combination therapy
may be a potential option in the management of this condition. The expression changes induced
by PACAP administration provide evidence that there are fundamental differences in the

biochemical processes of eutopic and ectopic tissue.
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Sajat és tarsszerzoi eredmények

Az els6 kutatasrészben az allatok tartasat és aktiv testmozgatdsat a Semmelweis Egyetem
Testnevelési és Sporttudomanyi Kardnak munkatarsai végezték. A masodik kutatasrészben a
klinikai adatok gytijtése a Debreceni Egyetem Egészségiigyi Finanszirozasi és Kontrolling
Igazgatosag Betegdokumentacidés Osztaly altal biztositott lista alapjan tortént. A harmadik
kutatasrész esetében a mintakat a DE KK Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika munkatarsai
biztositottak szamunkra: ovarialis endometrioid cysta fal részletet (ectopias endometrium
minta), illetve HSC mitét soran méhlirb6l nyert méhnyalkahartya szdvetet (eutopias
endometrium). A mintdk kérszdvettani elemzését patologus kolléga végezte. Minden tovabbi,
»Anyagok és modszerek” fejezetben részletezett kisérlet elvégzése, az adatok kiértékelése,
valamint a mddszerek kidolgozasa és kivitelezése, a témavezetom, a laborasszisztensiink, ill.

TDK hallgatéim kozremiikodésével végzett sajat munka eredménye.
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