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Roviditések jegyzéke

[Ca?*]: Ca?*-koncentracid

[Ca?]c: citoszolikus Ca?*-koncentracid

[Ca?i: intracellularis Ca?*-koncentracio
[Ca?*]n: sejtmagi Ca® -koncentracid

3H-: tricialt

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
izoxazolpropionsav

ATP: adenozin-trifoszfat

BRAF: ragcsalo sarcoma viralis (v-raf) onkogén
homologB1

CaMKI1: Ca?*/kalmodulin-fiiggé kinaz11
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CDKA4: ciklin-dependens kinaz 4

CDKN2A: ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A
cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav
CREB: ciklikus AMP reszponziv elem ko6t6 (cyclic
AMP response element binding)

DAPI: diamidino-2-fenilindol (diaminido-2-
phenylindole)

DCKA: 5,7-diklorokinurénsav

DMMK: dimetilmetilén kék

dNTP: dezoxinukleotid trifoszfat

EC: extracellularis

ECM: extracellularis matrix

ER: endoplazmatikus retikulum

ERK1/2: extracellularis szignalregulalt kinaz 1/2
FBS: fotalis marha szérummal (FBS, foetalbovine
serum)

GAG: gliik6zaminoglikan

GAPDH: gliceraldehid-foszfat dehidrogenaz
GIuN1:NMDAR egyesalegység
GIluN2:NMDAR kettes alegység

GIuN3: NMDAR héarmas alegység

GlyR: glicin receptor

HD: nagy sejtstirtigésti (high density)

IC: intracellularis

iGIUR: ionotrop glutamatreceptor

InsPs: inozitol-1,4,5-triszfoszfat

InsP3R: inozitol-1,4,5-triszfoszfat receptor
MAPK: mitogén aktivalt proteinkinaz

MC1R: melanocortin-1 receptor

MGIUR: metabotrop glutamat receptorok
MRNS: messenger ribonukleinsav

MTT: 3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-2,5-
difeniltetrazolium bromid

NCX: Na*/Ca? -exchanger

NFAT: nuclear factor foractivated T-lymphocytes
NHEM: normalhuman epidermalis melanocyta
NLS: nuklearis lokalizacios szignal

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NMDAR: N-metil-D-aszpartat receptor

NR: nukleoplazmatikus retikulum

NRAS: neuroblastoma RAS viralis (v-ras) onkogén
homolog

OA: osteoarthritis

OD: optikaidenzitas

OK: oldészeres kontroll

P2X: purinerg2Xreceptor

P2Y: purinerg2Y receptor

PARP: poli(ADP)rib6z-polimeraz

PBST:0,1% Tween20-szal kiegészitett
foszfatpufferelt sdoldat (phosphatebuffered saline
with 0,1% Tween20)

PG: proteoglikan

PKA: protein kinaz A

PKC: protein kinazC

PLC: foszfolipaz C

RB: retinoblastoma

RT-PCR: reverz transzkripciot kvetd polimeraz
lancreakcei6 (reverse transcription followed by
polimerase chain reaction)

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium-dodecyl-
sulphate)

SERCA: szarko/endoplazmatikus retikulum Ca?*
ATPaz

SLC17A7 és6:a VGLUT1 és2 génjei

SOCE: raktaraltal vezérelt Ca**-belépés (store
oprated Ca?*-entry)

STIM: stromalis interakcios molekula (stromal
interaction molecule)

TATABP: TATAbox kot6 fehérje (TATA box
binding protein)

TK: toluidin kék

TRP: tranziens receptor potencial
TRPM1/2/7/8: tranziens receptor potencial
melastatin1/2/7/8

UV: ultraibolya (ultra violet)

VGLUT1/2: vezikularis glutamat transzporter 1/2
wh: western blot



1. Bevezetés és célkituzés

Ismert, hogy a glutamat a kdzponti idegrendszer legelterjedtebb serkentd neurotranszmittere,
mely kiilonféle receptorokon, tobbek k6zott az ionotrop receptorok kozé tartozo N-metil-D-
aszpartat (NMDA) tipust glutamat receptorokon (NMDAR) [1] képes kifejteni hatasait. Az
NMDAR-okkal 40 éve foglalkozik kiemelten a nemzetkdzi irodalom, melynek keretében
tobbek kozott neurobiokémiai, biofizikai és elektrofiziologiai paramétereiket is feltérképeztek.
A példaul a tanulasban és a hosszu tavi memoridban is fontos szerepet betdltd A receptor-
ioncsatornan kationok, elsésorban Ca2*-ok aramlanak at, melyek az NMDAR-okhoz kothetd

jelatviteli folyamatokban dont6 fontossaguak.

Féként kotdszovet-biologiaval foglalkozd kutatdcsoportunk, a Debreceni Egyetem Anatomiai,
Szovet- és Fejlodéstani Intézetének Jelatviteli Laboratoriuma, a 2000-es évek kozepén
forditotta érdeklddését az NMDAR-ok felé. Ekkor ugyanis intézetlink egyik neurobioldgiai
munkacsoportja olyan kontroll szovetet keresett kisérleteikhez, melyben NMDAR -0k egészen
biztosan nem voltak jelen. Igy esett a vélasztas a porcszovetre, mint kontrollra, azonban a
vizsgalatok hamar kimutattdk, hogy a porcszovetben az NMDAR alegységei kifejezédnek.
Merdben ujszerii volt a tapasztalat, hogy egy klasszikus idegrendszeri receptor megjelenjen
nem ingerelhetd, in. nem excitabilis sejteken. Mivel azonban az ezredfordulot kv etden tobb
tudomanyos kozlemény is elkezdett foglalkozni bizonyos neuronalis receptorok idegrendszeren
kiviili jelenlétével és szerepével, ezért az iziileti porc, az eldkisérleteink eredményeire

tamaszkodva, joggal valt igéretes vizsgalatok targyava.

A vaz-és izomrendszer eredetli betegségek prevalenciaja fokozatosan ndvekszik, melyek koziil
az 1d0s populacié mozgaskorlatozottsaganak f6 okait az életkorhoz kothetd €s a kronikus
gyulladasos iziileti betegségek képezik [2]. A kronikus vazrendszeri betegségek leggyakoribb
formadja az osteoarthritis (OA), a synovialis iziiletek degenerativ elvaltozasa, melyet alacsony
foku gyulladt allapot, progressziv degradacid, a subchondralis csontszdvet atépiilése és az
izlileti porc elvesztése jellemez [3]. Az iziileti porcot érinté betegségek kialakulasanak
hatterében szamos olyan gén allhat, melyek a porcfejlédéshez kothetdk [4]. A degenerativ
folyamatok az ereket nem tartalmazo6 iziileti porc gyér ongyogyitd képességeibdl kifolyolag
komoly gyo6gyaszati kihivasokat jelentenek [5]. A chondrogenesis tanulmanyozasa azonban a

porcszdvet regenerativ folyamatainak hatékonyabba tételében is segitségiinkre Ilehet



Mindemellett a porcfejlodés soran végbemend jelatviteli mechanizmusok jelentds része

érzékeny az intracelluléris Ca2*-koncentracio ([Ca?*];) valtozasaira [6, 7].

Az NMDAR-okat mar eléttiink, téliink fiiggetlentil is vizsgaltdk vazrendszeri elemekben. Az
NMDAR-okon keresztiil megvalosul6 glutamaterg jelatvitel komplex funkciokért felel a csont
atéptilése soran [8] és tobbek kozOtt rész vesz az osteoblastok és osteoclastok
differencialodasaban [9]. A chondrocytakra fokuszalo kézlemények kozt talalunk olyanokat,
melyek NMDAR alegységek expressziojarol szamolnak be patkany eredetii in vitro porcsejt
kultarakban [10-12], illetve olyanokat, melyek érett, humaniziileti porcsejteken dokumentaltak
NMDAR-okat [13]. Utobbi esetben az NMDAR-ok feltételezhetéen mechanotranszdukcios
utvonalak miikddésében vesznek részt, illetve szerepiik lehet a chondrocytdk megvaltozott
viselkedésében OA soran [13]. A fejlodd porcsejtekben azonban még nem vizsgaltak az
NMDAR-ok szerepét, igy a porcdifferenciacioban betoltott lehetséges szerepiikrdl korabban

még nem jelentek meg publikaciok.
Ennek megfelelden munkam céljai voltak, hogy:

1) csirke eredeti chondrogenicus modelliinkben vizsgaljuk a differencialodd
mesenchymalis sejtek NMDAR alegységeinek kifejez6dését,

2) meghatarozzuk az azonositott NMDAR alegységek cellularis lokalizacidjat és
potencidlis kolokalizaciojat,

3) felmérjiik, hogy a chondrogenicus sejtek képesek lehetnek-e L-glutamat termelésre és
glutamaterg jelatvitel vezérelt sejtfunkcio-valtozasokra,

4) kiilonb6z6é farmakonok segitségével megvizsgaljuk az NMDAR-ok altal érintett
cellularis funkcidkat, kiilonds tekintettel a chondrogenesisben Iétfontossaga
porcspecifikus extracellularis matrix (ECM) termelését,

5) megfigyeljiikk, hogy az NMDAR-okon keresztiil megvalosulnak-e Ca2*-tranziensek,
illetve, hogy a receptorokhoz kotheté spontin Ca?*-események befolyasoljak-e a

chondrogenesis torténéseit.

Munkacsoportunk a 2010-es évek forduldjan pigmentsejtekkel, egészen pontosan human
melanoma sejtekkel, majd bor eredetli melanocytékkal is elkezdett foglalkozni. A melanoma
malignum cutis a bOr normal pigmentsejtjeibdl, a melanocytdkbdl kiinduld rosszindulati
daganatos folyamat. Agresszivitasa €s gyors attétképzo képessége okan rossz prognozissal és
rendkiviil magas halalozasi rataval jellemezhet6 [14]. Eppen ezért képezi intenziv kutatasok

targyat szamos munkacsoportnal. A neoplasticus sejteken végezett kisérletek természetesen



megkovetelik az egészséges pigmentsejtek vizsgalatat is. A normal és patologias
pigmentsejteken kapott in vitro kisérleti eredmények Osszevetése gyakorlati jelentdségi

tapasztalatokat jelenthetnek a borgyogyaszat és a patologiai diagnosztika szamara.

Az NMDAR-ok pigmentsejteken valo in vitro vizsgalata az elsd, igéretes projektjeink kozé
tartozott, kiilonos tekintettel a téma gyér irodalmara. Legelsé melanoma sejteken végzett
kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy bizonyos NMDAR-okat befolyasoldé farmakonok
hatasara a Ca?*-koncentracié valtozasok vizsgalatara alkalmas fluoreszcens festék (Fura-2),
kiilonosen a sejt kozponti (a sejtmagnak megfeleld) teriiletén, emelkedett Ca2*-szintet jelzett.
Ez a megfigyelés vezetett az NMDAR-ok feltételezett sejtmagi jelenlétének hipotéziséhez, ami
figyelembe véve, hogy melanoma sejteken szerzett tapasztalat, akar a daganatos fenotipussal is
osszefiiggésbe hozhato. Igy kezdtem, 2013 -ban, tudomanyos doktori projektem f6 témajat, a
daganatos sejtek NMDAR profiljanak részletes feltérképezését. Munkam elérehaladtaval a

projekt kiegésziilt a kontrollként alkalmazott melanocytadk NMDAR -ainak vizsgalataval is.

A 2000-es években folyamatosan boviiltek ismereteink a kdzponti idegrendszeren kiviili
szervekben, szovetekben azonositott glutamat receptorokrol [15]. Ezzel egyiitt szamos
publikéacid szamolt be funkciondlisan aktiv receptorok szerepérdl patologias elvaltozasokban,
els6sorban daganatokban [16]. Tumoros szévetmintakon szerzett tapasztalatok szerint a
melanoma sejtek glutamatot képesek felszabaditani [17]. Szamos publikacié foglalkozott a
melanoma sejtek és melanocytak metabotrop glutamat receptoraival [18], azonban az ionotdp
receptorokkal, és azon beliil is az NMDAR-okkal kapcsolatban erdsen hianyosak az

ismereteink.
Mindezek tiikrében értekezésem célkitlizéseit azzal folytatnam, hogy:

6) meg akarjuk hatarozni a bér melanocytaiinak NMDAR alegység expresszios profiljat,

7) kiindulasi kisérleteink tapasztalataira tamaszkodva tobb, eltéré stadiumbol izolalt
melanoma sejtvonal szubcellularis frakcionalasa révén kivanjuk pontosan feltérképezni
az NMDAR alegységek kiilonbozo sejtkompartmentekben vald expressziojat,

8) immuncitokémiai reakciokkal és konfokalis mikroszkoppal megvizsgaljuk a
feltételezett NMDAR alegységek subcellularis lokalizacioit, illetve potencialis

kolokalizaciot.

Doktori értekezésem végsé célja pedig, hogy a porc- és pigmentsejteken szerezett in vitro
tapasztalatok fliggvényében kovetkeztetéseket vonjak le az NMDAR -0k ezen nem excitabilis

sejtek CaZ*-fliggd folyamataiban betoltott szerepét illetéen.

9



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az N-metil-D-aszpartat receptor
2.1.1. A glutamat receptorokral altalaban

Bizonyos aminosavak — koztiikk az L-glutamat — idegi stimulusok tovabbitasaban betoltott
szerepérdl az 6tvenes években jelentek megaz elsé tudomanyos beszamolok. Els6ként Hayashi
¢s munkacsoportja regisztralta, hogy egyes, a kisérlett majmok agyfelszinére jutatott
aminosavak (glutaminsav, aszparaginsav, homocisztein) konvulziokat képesek kivaltani [19].
Par évvel késébb mar Curtis és Watkins is dokumentalta a gerincveldi idegsejtek fokozott
ingerlékenységét az emlitett aminosavak alkalmazasat kovetéen [20]. Ezeket az aminosavakat
a késobbiekben serkentd jellegli, un. excitatorikus aminosavaknak nevezték el. Mindkét
kisérletsorozatban kiemelkeddek voltak a glutaminsavval kapott eredmények, igy hamar
felmertiilt annak a gondolata, hogy a korabbiakban csak fehérje alkotoként ismert glutamatnak
idegi ingeriiletatvivo szerepe is lehet. Néhany évtizeddel késébb az L-glutamatot mar az
emlésok kozponti idegrendszerében fellelhetd egyik leggyakoribb neurotranszmitterként
ismerjik. Az L-glutamét az elsdédleges medidtor a szenzoros €s motoros informaciok
kdzvetitésében, illetve a memoridval és tanulassal kapcsolatos folyamatokban. Osszességében
az agykéreg idegsejtjeinek 70-80%-at, mig a szinapszisok 80-90%-at tekinthetjiik
glutamatergnek [21, 22].

Az L-glutamathatasaireceptorok széles palettdjan érvényesiilhetnek, amelyeket tulajdonsagaik
alapjan két nagyobb csoportba rendszerezhetjiik. Ez alapjan beszélhetiink egyrészt a hatvanas-
hetvenes években felfedezett ionotrop glutamat receptorok (iGIuR) csoportjarol, melyek az
agonista bekotddését kovetden ioncsatornaként viselkednek, masrészt pedig a nyolcvanas
¢vekben azonositott, G-proteineket — és ezeken keresztiil valtozatos jelatviteli itvonalakat —

aktivalo, plazmamembrén fehérjékrdl, az un. metabotrop glutamat receptorokrol (mGluR).

Az iGluR-ok szerepe leginkabb a kémiai szinapszisok er6sségének valtoztathatdsagahoz, azaz
a szinaptikus plaszticitashoz kothetd. Ennek manifesztacioi a hosszl tdvu potenciacio, illetve
depresszid, melyek elengedhetetlen tényezOk a tanuldsi folyamatok és a memora

szempontjabol.

Az iGluR-ok csaladjat a hetvenes-nyolcvanas években radioligandumokkal végzett kisérletek

alapjan két alcsoportra oszthatjuk, melyet a legszélesebb korben elfogadott, szintetikus iGluR
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agonista, az N-metil-D-aszpartat NMDA) nagyfoku specificitasa tett lehetévé [1]. Ennek
megfelelden beszélhetliink NMDA és nem-NMDA tipust glutamat receptorokrél. Utdbbiak
kozé tartoznak az a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPA, vagy régebbi
nevén kviszkalat), a kainat és a o tipusu glutamat receptorok [23]. E harom receptor
farmakologiai tulajdonsagai és szekvencia homologidi alapjan szdmos atfedést mutat
egymassal. Igaz rajuk tovabba, hogy nem fesziiltségfiiggdek €s kinyilasukkor befelé iranyuld
Na*, illetve kifelé tartd6 K*-aramot biztositanak, de emellett bizonyos alegység kombinacioik
fennallasa esetén Ca2*-ok szamara is atjarhatok. A posztszinaptikus idegvégzédésen a nem-
NMDA tipusu glutamat receptorok altal okozott elézetes membrandepolarizacio feltétlentil

sziikséges a fesziiltségfliggd NMDAR-ok miikodéséhez.

Miel6tt azonban részletesebben ratérnék az NMDAR -ok attekintésére, feltétleniil emlitést kell
tennem a mGIuR-okrél is. A mGluR-ok idegrendszeri funkcioit, molekularis sajatsagaikbol
adddoan, lényegesen nehezebb konkretizalni, mint az iGluR-okét. Az mGluR-ok 7
transzmembran doménnel rendelkezd, G-proteinhez kapcsolt fehérjék (G4 vagy Gi), melyek a
pre- és a posztszinaptikus sejten is megtalalhatok [24]. A receptorok, aktivacidjukat kovetden,
valtozatos jelatviteli utvonalakat elinditva képesek befolyasolni a neuronalis excitabilitast (a
posztszinaptikus sejten) és a szinaptikus transzmissziot (a preszinaptikus sejten) [25, 26]. Az
MGIuR-okat harom nagy csaladba sorolhatjuk (I-IIT). Ezeken beliil, a kodolo gének alapjan,
szamos tipust megkiilonbdztethetink (mGluRi1g), amelyek nagyfoku molekuléris
heterogenitasuk kovetkeztében még tovabbi altipusokra is feloszthatok [27]. Mint latjuk, a
MGIuR-ok altipusainak széles valasztéka biztosit boséges variaciot az idegszovetet felépitd

szinte valamennyi sejt miitkodésének finomhangolasaban.

A mGIuR-ok élettani és patologias folyamatokban betoltott szerepét a kdzponti €s kdrnyéki
idegrendszeren tl szamos szervben, szovetben megvizsgaltak mar [28, 29], az iGluR-okkal

kapcsolatban azonban Iényegesen kevesebb az idegrendszeren kiviili tapasztalat.

2.1.2. Az N-metil-D-aszpartat receptor jellemzoi

2.1.2.1. Az NMDAR-ok klasszikus kompozicidja

Az NMDAR-ok a legelterjedtebb és legtobbet dokumentalt glutaméat receptorok. Bar a tobbi
iIGIuR-hoz hasonldéan nem szelektiv kationcsatornaként funkcionalnak, a nem-NMDA tipusa

receptorokkal szemben mégis leginkabb CaZ*-ra permeabilisak [30, 31]. (Ezért a nemzetkozi
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szakirodalomhoz hasonldan, az egyszerliség kedvéért a tovabbiakban a csatornan keresztiil

megvalosuld kationaramra, mint Ca2*-tranziensre fogok hivatkozni.)

Az NMDAR-ok harom alegység tipus kombindciojabol (GluN1, GIluN2 és GluN3)
szervezddhetnek di- vagy triheterotetramer komplexekké. Az alegységek szamos splice
varianssal rendelkeznek, tovabba a GluN2 és GluN3 alegységeknek tobb izoformaja is ismert
(GIuN2A, GluN2B, GluN2C, GIuN2D, illetve GluN3A ¢és GIuN3B) [32]. Az ioncsatoma
létrejottéhez elengedhetetlen két GluN1 alegység részvétele, ugyanis ezek képezik a csatoma
porusat. Emellett a GIuN1 alegységek a koaktivacidhoz sziikséges glicin kotdhelyét is
biztositjak. Fontos megemliteni, hogy a NMDAR-ok tetramer receptorkomplex forméjaban
helyezddnek ki a plazmamembranba és hogy a receptor a GluN1 alegység jelenléte nélkiil nem
keriil ki a citoplazmébol a sejtmembranba. A receptor glutamat (¢s NMDA) kot6helyét mar a
GluN2 alegységeken talaljuk [33]. A GIuN1-GluN2 diheterotetramer konstellacio a kézponti
idegrendszerben fellelhetd leggyakoribb NMDAR alegység kombinécio (2.1. dbra). Ez a
szerkezet megkoveteli a glutamat és a glicin egylittes bekdtddését a receptor optimalis
miikddéséhez,de mintkésdbb latni fogjuk, eznem mindegyik alegység-Osszetétel esetében lesz

elmondhato.

A csatornaformalas kétféle modon is megvalosulhat: az un. ,,nem alterndlo” esetben két-két
GluN1 és GIuN2 alegység egymas mellett helyezkedik el (GIuN1/GluN1/GluN2/GluN2), az
»alternalo” esetben pedig egymadst valtva szervezddnek (GluNI1/GluN2/GluNI1/GluN2),
azonban a receptor mikodoképességéhez minden esetben az alternalé modellnek kell

érvényesiilnie [34, 35].

A ligandumokon kiviil a GluN1-GluN2 diheterotetramer szerkezeti receptor aktivaciojahoz
sziikséges egy elozetes, AMPA receptorok révén megvaldsuld, posztszinaptikus membran
depolarizacio is. Ez azért sziikséges, mert a ligandumok kotédését kovetd konformaciovaltozas
még nem nyitja meg sziikségszeriien a csatornat, ugyanis a receptort Mg2*-ok gatoljak, ami
fesziiltségfiiggd jelleget kolcsondz a GIuNI1-GluN2 diheterotetramernek. Az eldzetes
membrandepolarizacid azonban felszabaditja az NMDAR-t a nyugalmi helyzetben fennallo
Mg?*-blokad aldl, ez pedig nagy amplitid6ju Ca?*-aram létrejottét teszi lehetévé [32].
Természetesen a Ca2*-tranziensek eclektrofiziologiai paraméterei az GIuN2 alegység

izoformainak fliggvényében tovabb arnyalhatok.
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2.1. abra: Egy GluN1-GluN2 dsszetételii N-metil-D-aszpartat receptor NMDAR) szerkezete funkcionalis
doménekkel és ligandumkoto helyekkel. (A) Az NMDAR-ok GluN1 alegységei elengedhetetlenek a pows
kialakitasaban, illetve az alegységek 6sszeszerelddésében és a heteromer komplex membranba keriilésében [36].
A GIluN2 (és GluN3) alegységek az NMDAR-ok aktivacios és inaktivacios kinetikdinak meghatirozasiban
jatszanak szerepet [37, 38]. Mindegyik alegység egy nagy extracellularis N-terminalis doménbél (NTD), egy
agonista-koté doménb6l (ABD), egy transzmembran doménbél (TMD) és egy C-terminalis doménb6l (CTD)all
A transzmembran domén harom hélixet(M 1, M3, M4) és egy hurkot(M2) tartalmaz. A GluN1 alegység a gonista -
koté doménje glicint és D-szerint, a GIUN2 alegységé L-glutamatot és L-aszpartatot, valamint a kompetitiv
antagonistanak szamitd AP5-6t képes kotni. A Zn?* a GluN2 alegységeket g tolja, migaz ifenprodil konkrétan a
GluN2B alegységek antagonistaja. Az NMDAR-okon szamos természetes és mesterséges csatorna blokkolo
(Mg*, ketamin, MK-801, fenciklidin /angyalpor/, memantin) hatdsa érvényesiilhet. A kép forrasa: [39]
(modositva). (B) A miikod6képes NMDAR sémas abraja a heterotetramer alternal6 formajarol, a glutamatés glicin
kot6helyek feltiintetésével. A kép forrasa: https:/Mww.researchgate.net/figure/Subunit-stoichiometry-and-
subunit-arrangement-of-GluN1-2-NMDA- receptors-The-crystal_fig2_326607568 (m 6dositva).

Mindemellett a GluN1 alegység szerkezete egy tovabbi érdekes molekularis tulajdonsaggal
rendelkezik. A fehérje GluN1-la splice varidnsanak intracellularis (IC) doménje egy
funkcionalis szempontbol relevans nuklearis lokalizacios szignallal (NLS) rendelkezik. Az
NLS egy bazikus aminosavakbdl 4116 szekvencia, mely tulajdonképpen barmelyik fehérén
jelen lehet. Az NLS leggyakrabban a fehérjék felszinén helyezkedik el, lehetévé téve az
importin fehérjék kapcsolodasat és ezaltal biztositva a sejtmagba vald bejutast [40]. A
szekvencia azalegység C-terminusahoz kozeli régiokban, az n. C1 kazettaban talalhato, és két
részbol tevodik Ossze [41]. A szokatlan szubcellularis lokalizacio lehet6sége ujszert funkciok
értelmezéséhez vezethet, amely akar egy patofiziologiai kontextust is eldrevetithet. Egyeldre
azonban még nem vilagos, hogy a GluN1 alegység intramembran proteolizist kdvetden jut a
sejtmagba, vagy szintézisét kovetden, teljes méretében keriil be. A GluN1-en kiviil a tobbi

NMDAR alegységben eddig még nem azonositottak NLS-t.
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2.1.2.2. A GluN3 alegység és érdekes heterotetramer alternativak

A harmadik alegység tipust (GluN3) eddig leginkabb az agy fejlodésében betdltott szerepe
kapcsan vizsgaltak [42, 43]. A GluN3 alegység nem kot L-glutamatot, de a GluN1-hez
hasonloan rendelkezik glicin kotdhellyel. In vivo funkcionalis vizsgalatok szerint a GluN3
alegységa GIuN1 és GIuN2 alegységekkel kozosen alkot csatornat. Az ilyen triheterotetramer
komplexek bona fide NMDAR-oknak tekinthet6k, azonban a konvencionalis NMDAR -okhoz
képest arnyaltabb funkciokkal jellemezhetok. Idegsejtekben a GluN2A és GluN2B alegységek,
oligodendrocytakban a GluN2C alegység képezhet triheterotetramer komplexet a GluN3A-val,

mig a GluN3B alegység hippocampus eredetll idegsejt tenyészetekben alkot receptort a
GIluN2A-val [44].

A GIluN3 alegység (és foként a GIuN3A) tartalmi NMDAR-ok a magzati és korai
csecsembkorban feltételezhetéen egyfajta fékként mikodnek az idegi halézatokat érd
stimulusok feldolgozasanak iddzitésében és mértékének szabalyozasaban. Ez a késleltetés vagy
kondicionalas a serkentd szinapszisok érésében jatszik szerepet egészen addig, amig az
idegrendszer nem talalkozik egy-egy definitiv stimulussal (pl. borérzékelés kapcsan az elsd
tapintas élmények megszerzése) [44]. Jelenlegi tudasunk szerint felndttkorra a GluN3
alegységek lényegében eltlinnek, azonban tobbneuropszichiatriai betegségben (pl. Huntington-
korban, addikcidban, fehérallomanyi karosodésok esetén) beszdmoltak mar a GIluN3A

,reaktivalodasarol” [44].

Azok az NMDAR-ok, melyek GluN1-GIuN3 diheterotetramerek teljesen szokatlan funkciokat
tolthetnek be, hiszen kotéhely hianyabannem reagalnak L-glutamatra vagy NMDA -ra, és mivel
nem allnak Mg?*-blokad alatt, ezért a sejtmembran depolarizacidjaval szemben is érzéketlenek.
Az ilyen NMDAR-ok tehat tulajdonképpen glicin kapuzott, excitatorikus ioncsatornak [38].
Figyelemre méltd, hogy a GluNI1-GluN3 osszetételii csatornakon athaladé Ca2*-influxra
lényegesen kisebb amplitido jellemz6, mint a konvencionalis felépitésit NMDAR -okra. Az
alacsony amplitad6ju Ca2*-aram pedig valosziniisithetéen mas jellegii IC jeleket general a

GIluN1-GIuN2 6sszetételii csatornak aktivaciojahoz képest [45].

Az alternativ glicin receptorként felfoghato, serkentd jellegi GluN1-GluN3 NMDAR-ok in
Vivo létezése ellentmondasos. A glicin sajat receptorain hatva hiperpolarizald hatasu, igy gatlo
szinapszisokban jatszik szerepet. Leirtak azonban, hogy nagyagykérgi idegsejteken kisiil éseket
is eredményezett [38]. Mindemellett GluN3B overexpresszaldo hippocampus eredetii neuron

sejttenyészetekben mar nem sikeriilt serkentd hatdst ionaramokat mérni glicin adagolasat
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kovetben [46]. Az excitatorikus GluN1-GIuN3 NMDAR-ok in vivo hatasai tehat jobbara még
ismeretlenek, azonban farmakoldgiai megkozelitésii vizsgalatok egyre precizebb lehetdségeket

biztositanak a pontosabb meghatarozashoz [47].

2.2. A kalcium és a sejtek jelatviteli folyamatai

Mivel az NMDAR-ok els6sorban Ca2*-okra permeabilisak, ezért feltétleniil sziikséges néhany
szOt kiilon szolnom a Ca?*-ok sejtélettani folyamatokban betoltott szerepeirél. Az oxigén, a
szén, a hidrogén és a nitrogén utdn a kalcium az emberi szervezet 6todik leggyakrabban
elédforduld kémiai eleme. Egy atlagos felndtt teste kb. 1 kg kalciumot tartalmaz €s mig ezen
mennyiség szinte teljes egésze a csontokhozés fogakhoz kothetd, addig csupan kb. 1% az a
rész, amely a citoplazmaban talalhat6 és részt vesz a celluléris folyamatok finomhangolasaban

[48].

A CaZ*-ionok evolucios szempontbodl a legdsibb masodlagos jelatviteli hirvivok (in. szekunder
messenger-ek), melyek nem igényelnek enzimeket a szintézisiikh6z, gyorsan mobilizalhatok,
illetve elimindlhatok, mindemellett koncentracidvaltozasaik, az igények fiiggvényében,
generalizaltak vagy lokéalisak is lehetnek, azaz térben jol szabdlyozhatok. Utobbi példaul
idegsejtekben vagy szivizomrostokban kiemelten fontos tényez6d. Az IC tér CaZ*-koncentracio
valtozéasaiiddben is szabalyozhatok, ugyanis hosszantarto ingerlés és a csatornak gyors, egymas
utani megnyilasai kovetkeztében a Ca2*-tranziensek oly gyakran kovethetik egymast, hogy
oszcillacidkat hoznak 1étre, melyek néhdny milimésodperctdl akar percekig is eltarthatnak attol
fiiggden, hogy milyen hatds elérése a cél. Az oszcillaciok gyorsan, 2—6 pm/s sebességgel
terjednek, 50—600 nM-os IC Ca?*-szint emelkedéseket okozva. Az oszcillaciok kovetkeztében

az [Ca?*]i-valtozasok az amplitadd mellett frekvenciaval is jellemezhet6vé valnak [49].

A Ca?*-ok legfébb elénye, amellyel egyediilallova valtak a jelatvitel szamara, hogy a
lehetdségek szamtalan, egyedi kombinacioit biztositjdk. Mivel a Ca?*-ok bekdtddése
nagyszamu citoszolikus fehérje miikodését modositja, ezért ezt a sejtkompartmentet alapvetden
igen alacsony a Ca2*-koncentracio jellemzi. A Ca2*-ok az extracellularis (EC) térbdl, illetve az
IC CaZ*-raktarakbol felszabadulva femtomasodpercek alatt képesek megnovelni a relative
alacsony [CaZ*]i-t (ennek értéke kb. 100 nM az EC tér 1,4-1,5 mM-0s koncentracidjaval
szemben). A belsé Ca?*-raktarak kapcsan legtobbszor az endoplazmatikus retikulum (ER),
illetve ennek izombéli megfeleldje, a szarkoplazmatikus retikulum keriil emlitésre. Emellett

azonban mas sejtszervecskék is raktarként szolgalhatnak, mint példaul a mitokondriumok [50],

15



a Golgi apparatus [51], illetve endoszémak és lizoszomak [52, 53]. A koncentracio valtozasa
térben ¢és iddben precizen szabalyozott és gyors elimindldo (pumpa)mechanizmusok

részvételével valosul meg. Az elhtizodo magas [Ca2*]i-fokozodas sejthalalhoz vezethet.

Bizonyos jelatviteli itvonalak tehat érinthetik a plazmamembranban és a belsé membranokban
elhelyezkedd Ca?*-csatornakat, ezaltal bevonva a Ca?*-kat a szignalizacios folyamatokba.
Ennek tiikrében a plazmamembranban elhelyezked6 Ca2*-csatornakat négy csoportra
oszthatjuk: beszélhetiink fesziiltségfliggd (L-, P/Q-, N-, R-, T-tipusu csatornak), ligandum
vezérelt (pl. NMDAR, ionotrép purinerg /P2X/ Ca2*-csatornakrol, tranziens receptor potencial
/TRP/ ioncsatornak), mésodlagos messenger vezérelt csatornakrol (pl. arachidonsav vezérelt
CaZ*-csatorna), és Ca?*-felszabadulas altal aktivalt Ca2*-csatornakrol [54]. Az egyik
leggyakoribb, belsd raktarakbol torténd Ca?*-felszabadulast kivaltd jelatviteli 1épés a
foszfolipaz C (PLC) enzim aktivitdsdnak fokozodéasa, melynek eredményeként a felszabaduld
inozitol-1,4,5-triszfoszfat (InsP3) molekulak bek6tédnek az ER membranjaban elhelyezkedd
receptoraikhoz (InsP3R). Az InsP3R-o0k Ca2*-csatornakként funkcionalnak, melyeka ligandum-
receptor interakciot kovetden kiengedik a raktarakbol a Ca2*-kat a citoszolba [55]. A belsd

raktarak hasonl6 tritését valositjak meg a rianodin receptorok is [56].

A felszabadulo Ca?*-ok szinte valamennyi sejtélettani funkcioban szerepet jatszanak. A
teljesség igénye nélkiill megemlitve ide sorolhatjuk a vdazizmok -elektromechanikai
kapcsolasdban betoltott szerepiiket, az idegsejtek neurotranszmittereket tartalmazo
programozott sejthaldlhoz kothetd folyamatok elinditasat, illetve a génexpresszio irdnyitasat és
befolyasolasat. Utdbbi esetében kiemelenddk azok a transzkripcios faktorok (pl.: NFAT
Inuclear factor for activated T-lymphocytes/, NFkB /nuclear factor k B/), melyek kdzvetleniil a

Ca2*-ok hatasara keriilnek a sejtmagba és befolyasoljak bizonyos gének atirasat [57].

A Ca?*-ok jelatviteli folyamatokban betoltott evoluciods sikerének kulcsai a gyorsasag és az
irAnyithatosag voltak. Az IC tér EC térrel, illetve Ca?*-raktarakkal szemben fenntartott
elektrokémiai gradiense dont6 tényez6 egy-egy CaZ*-tranziens gyors létrejottében és aktiv
pumpamechanizmusok utjan térténo kioltasaban. Ennek megfeleléen tehata jelatviteli folyamat
részekéntmegemelkedd [Ca?]i-ta plazmamembranban és a belsé membranokban elhelyezkedd
Caz*-pumpak és exchanger-ek (szarko/endoplazmatikus retikulum Ca2* ATPaz (SERCA);
plazmamembran Ca2* ATPaz; Na*/Ca2*-exchanger (NCX); mitokondrialis uniporter) gyorsan
helyreallitjak [58]. A CaZ*-jelek megszlinését kovetden a csekély mértékben szabadon marado

Ca?*-ionokat kalciumpufferek (a citoszolban: kalbindin, kalretinin, parvalbumin; az ER/SR-
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ben: kalnexin, kalretikulin, kalszekvesztrin) illetve kalciumeffektorok (kalmodulin) kotik meg,
azaz lényegében nem marad szabad Ca?* a cytosolban a kovetkezé Ca2*-eseményig [54]. A
Ca?*-ok eliminalasa persze nemcsak az allando jelgeneralasra kényszeritett jelatviteli apparatus
kikapcsolasa szempontjabol Iétfontossagi, hanem a sejt életben maradésa kapcsan is, ugyanis
a magas [Ca?*];, egyebek mellett, az oldhatatlan foszfatsok kicsapodasa révén toxikus hatassal

van a sejtre.

Osszességében tehat belathatjuk, hogy a Ca2*-ok a sejtek univerzalisan jelen 1évé jelatviteli
komponensei, melyek 1ényegében valamennyi celluldris életfolyamatra hatast gyakorolhatak.
Nem véletlen, hogy ezt a Ca2*-okkal kapcsolatban allo, komplex rendszert a nemzetkozi
szakirodalom, mint ’Ca2*-signalling tool kit’ nevezi, amit magyarra a legmegfelelébben Ca?-

jelatviteli eszkdztarként fordithatunk le.

2.3. Azidegrendszeren kiviil I.: az iziileti porc
2.3.1. A porcszovetrol roviden

A porcszdvet a gerincesek — és igy az ember — egyik alapvetd kotd- és tdmasztoszovete. Jol
jelzi fontossagataz a tény, hogy mar az egyedfejlédés korai fazisdban megjelenik és tamaszt
nyujta tobbi fejlddo szovet szamara. Ennek megfelelden a korai embriok vazrendszere szinte
teljes egészében porcszovetbdl all, ami modellként szolgal a késébb chondralis csontosodéssal
kialakuld csontoknak. A csontosodas sordn a porcszovet nem alakul at teljes egészében
csontszovetté, ugyanis pl. az epiphysisek allomanyaban fennmarad, mint epiphysis-
porckorong, ami a gyermek- és serdiilékori gyors hossznovekedésért felelds. Ezzel ellentétben
a csontok iziiletben érintkezd, szabad végeit védo €s permanensen porcszovetként megmaradod
iziileti porc nem a csont porcos vazanak maradvanya. Embrionalis korban ugyanis a jovdbeni
izliletek helyén egy jol elkiilonithetd sejtszaporulat jelenik meg; ez az interzona [59]. Az iziileti
porc fejlédése sordn az egymassal gap junction-0kon keresztiil szoros kapcsolatban allo
interzona sejtek kerekded morfoldgiaja lapossa és nyuldnkka valik, mely alakvaltozast az ECM
Osszetételének valtozasa kiséri [60]. A porcszovet ezen kiviil fontos strukturalis elemként
szamos egy¢b helyen is megtalalhatdé a szervezetben, tobbek kozott a koponyaalapon, a
fiilkagyloban, az orrban, a gégében és az also légutakban is [4]. Ezek az un. allandésult porcok

a testben.
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A definitiv porcszovetet az alkotd sejtek morfoldgiai és funkciondlis sajatsagai, illetve a
korulottik 1évé ECM 0Osszetétele, valamint a mindezekbdl kovetkez6 biomechanikai
tulajdonsagok alapjanharom nagyobb csoportra oszthatjuk: hyalin- vagy livegporcra, elasztikus
porcra €s rostos porcra. Mivel értekezésem kisérletes munkdja sordn a hyalinporcot
tanulmanyoztam kdzelebbrdl, ezért a tovabbiakban els6sorban erre a porc fajtara fokuszalok
(habaraporcszdvetszerkezetére vonatkozo megallapitdsaim tobbsége mindharom fajtaraigaz).
A kifejlett allati szervezetben a hyalinporc iziileti porcként vagy un. allandosult porcként
(zsigerek faldban) fordulhat eld. Az ontogenesis sordn a csontok modelljeként szolgalo

porcszovet szintén hyalinporcnak szamit.

A porcszovet mindhdrom megjelenési formdjara igaz, hogy a kerekded porcsejtek
(chondrocytdk) az Osszetett és jellegzetes makromolekuldkbol all6, aranyaiban nagy

mennyiségii sejtk6zotti Allomanyba agyazottan helyezkednek el (2.2. 4bra).

proteoglikan
A) monomer

II. tipusl kollagén
chondrocyta

2.2. abra. A differencialt porcszévetben a chondrocytik kerekded alakuak és izogén sejtcsoportokba
rendezédnek. (A) A porcsejtek és az extracellularis matrix (ECM) viszonyanak sematikus abrazolasa. (B) A
hyalinporcot hematoxilinnal és eozinnal festve, majd fénymikroszkoppal tanulmanyozva megfigyelhetjiik, hogy
azizogén csoportokba rendez6ddtt sejtek egyedi lacunakban helyezkednek el (egy -egy lacunaban a sejtek magja
N betlivel van jelolve). Jol lathato, hogy a sejtek kozotti matrix nem mutat egységes festodési mintazatot. A
sejtcsoportok egyes sejtjei koriili pericellularis matrix (vagy régies nevén porctok) nagy mennyiségben tartalmaz
negativtdltésti makromolekuldkat, mint példaul proteoglikanok (PG), gliik6zaminoglikanok (GAG), melyek erds
bazofil (sotétlila szinil) festédést eredményeznek. A pericellularis matrixot a kevésbé bazofil territoria lis matrix
(TM) veszi koriil. Az adott territoridlis matrixszal koriilvett izogén sejtcsoport a porcszovet alapegységet, a
chondront adja (bekeretezett részek). A chondronok kozotti térség kevésbé bazofil festodést mutat, mivel itt
alacsonyabb a PG koncentracio és igy nagyobb aranyban talalhatok kollagénrostok az ECM-ben. Ez a teriilet az
interterritorialis matrixnak (IM) felelmeg [61]. Akép forrasa: [61] (mddositva).

A porcmatrix kotészoveti rostokbol és alapalloméanybdl all. A rostok alkotdi nagyobbrészt
kollagén molekulak, melyek jelentds tobbségét a II. tipusu kollagén alkotja. Emellett fontos

szereppel bir a IX. tipust kollagén, ami az egyéb, nem-kollagén matrixkomponensek ¢s a
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kollagénhaldzat kozotti kapcsolatok kialakitasaért felel, a X. tipust kollagén, ami a
kollagénkotegek halozatos elrendezddését teszi lehetéve, a XI. tipust kollagén, ami a rostok
hosszusagat szabalyozza, valamint a VI. tipust kollagén, ami a porcsejtek és az alapalloméany

interakcioinak fenntartasat biztositja [61].

A porcmatrix rostok kozotti alapallomanyat proteoglikdnok (PG) és multiadheziv, nem
kollagén glikoproteinek alkotjak. A hyalinporc PG-je1 koz¢ tartozik az aggrekan, a dekorin, a
biglikan és a fibromodulin. Ezek koziil kitiinik az aggrekan, ami a porcmatrixra leginkabb
specifikus molekulanak tekinthetd. Az aggrekdn monomer a nagyszamu kondroitin -szulfat és
keratan-szulfat glitk6zaminoglikdnok (GAG) oldallancnak egy kozponti tengelyfehérje mentén
valo, kémcsémosokefe-szerli rendezddése révén jon létre. Az ECM alkotdi koziil kiilon
kiemelendd a PG-t nem képz0, szabad GAG-nak tekintendd hialuronsav, mely hosszi lancként
flizi 6ssze az aggrekan monomereket. A porcmatrixban nagy mennyiségben aggre galodé PG-k
végeredményben jelentds vizmegkotd képességgel ruhazzak fel a porcszovetet [61]. Ennek

hatterében a GAG oldallancok erdsen polianionos természete all.

Az alapallomany multiadheziv glikoproteinjei a porcsejtek, a kollagénrostok €s a PG-k kozott
kapcsolatok kialakitasaért felelnek. Tobbek kozott ide tartozik a tenaszcin, a fibronektin, a
kondronektin, a matrilin-1, a porc oligomerikus matrix protein és a thrombospondin is [62].
Ezek a matrixalkotok alapvetd szerepet toltenek be a porcsejtek és az ECM kapcsolataban,
biztositjadk a rostok és az egyéb ECM komponensek halozatos kapcsolatrendszerét. A
multiadheziv fehérjék integrinek révén a sejtmembranhoz kotddnek, igy képesek a matrixot érd

mechanikai ingerek deformald hatasait a sejtek felé kdzvetiteni.

A porcszovet az egyik legcsekélyebb regeneracios képességgel jellemezhetd alapszovet és ez
donté faktor a porc patologias elvaltozasainak kialakulasdban. Szamos tényezot
megemlithetiink, mint megujulasi képességet minimalizalo koriilményt. Egyrészt, a porcszovet
nem tartalmaz ereket. Tdpanyagellatdsata kornyez6kotdszovet (perichondrium) vagy az iziileti
(synovialis) folyadék teszi lehetévé diffuzio utjan. Tobbek kozott ezért is toltenek be fontos
szerepet az ECM GAG-jai, mert nagy vizmegkotd képességiik révén biztositjak a diffuzid
kozegét. Masrészt, a test novekedésének lezarultaval a porcszovet sejtjei, a chondrocytak,

gyakorlatilag mar nem osztodnak.

Az OA a leggyakoribb, felndttkori mozgaskorlatozottsaghoz vezetd vazrendszeri

megbetegedés, ami az izilileti porc mennyiségi és mindségi karosodasaval és az 1un.
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subchondralis csontszévet koros atalakulasaval jard, igen fajdalmas degenerativ iziileti

betegség. A korkép elorehaladasaval az iziileti lagyrészek gyulladésa is megjelenik [3].

Egyre nyilvanvaldbb, hogy az iziileti porcot érintd betegségek kialakulasaért sok esetben a
porcfejlédéshez kothetd gének, illetve cellularis mechanizmusok patoldgias valtozasai tehetdk
feleléssé [4]. Mindezek pedig komoly kihivasokat jelentenek az ortopédia és a regenerativ
medicina szamara, illetve indokoltta teszik azt az elképzelést, hogy a porcdifferenciaciot
szabalyoz6 molekularis mechanizmusok pontosabb megismerése elosegitheti e betegségek oki

kezelésére szolgald gyogyszerek, modszerek fejlesztését [5].

2.3.2. A porcdifferenciacio

2.3.2.1. A porcszovet fejlodésének in vitro megkozelitése

A porcszdvet bioldgiai funkcidinak széles repertoarja szemben all némelyest puritdn, amde
egyedi strukturalis adottsagaival. A porcszovet mitkodésének pontosabb megértéséhez a
porcsejtek kozelebbi vizsgalataval juthatunk el. Mivel az érett porcszovet sejtjei terminalisan
differencialodtak, igy in vitro koriilmények k6zott nehezen szaporithatok, valamint rendkiviil
érzékenyek a kornyezd matrix elveszitésére, kitapaddé monolayer sejtkulturakban gyorsan
dedifferencidlédnak. A porcszovet kialakuldsa az embrionalis élet korai szakaszaban kezdddik,
ez pedig megneheziti a fiatal porcszovettel torténd in vivo kisérletek kivitelezhetdségét.
Ezeknek a problémaknak az athidalasara kiilonb6z6 in vitro porcdifferenciacios modelleket
allitottak eld. Ezek egy része primer sejtkultira, amelyekhez minden alkalommal embrionalis

sejteket kell izolalni, de ismert néhany sejtvonal alaptl megkozelités is.

Az egyik leginkabb elterjedt in vitro megk6zelités a Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es
fejlodési stadiumban [63] 1év6 csirkeembriok mellsd €s hatso végtagtelepeibdl izolalt primer,
nagy sejtstiriiségli, Gn. high density (HD) sejtkultarak [64, 65], melyek dontéen
chondroprogenitor mesenchymalis sejtekb6l allnak. Az inicidlis sejttenyészetben a
mesenchymalis sejtek mellett a kultirak kitapadasaban segitséget nyujtéd fibroblastok, illetve
hamsejtek és myoblastok is jelen vannak, azonban ezek a sejtek a nagy sejtstiriségli kultirakban
visszaszorulnak, illetve a ham- és porcsejtek el is tiinnek. A porcfejlédés in vitro vizsgalatara
alkalmas lehet még egy, a csirke modellhez hasonlo, ragcsalokra adaptalt protokoll is [66],
valamint az egér (C3H10TI1/2), patkdny (RCJ 3.1) és humdan eredetii multipotens,

mesenchymalis sejtvonalak is [67-69].
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A primer HD kultarakat kiilonb6z6 differencialoédasi szakaszban 1évo sejtek elegyeként
foghatjuk fel, melyeket valamilyen mesterséges (mlianyag vagy iiveg) feliileten szaporitunk. A
modszer elénye, hogy a kezdeti mesenchymalis sejtek gy valnak spontdin modon érett
porcsejtekké a sejttenyésztés végét jelentd 6. napra, hogy kdzben nem igénylik a fotalis
szérumon kiviil egyéb novekedési faktorok, citokinek stb. alkalmazasat. Differenciacios
programjuk spontan, a nagy kezdeti sejtstirliség és a fokozatosan elért differencialtsagi

allapotok kovetkeztében, automatikusan végbemegy.

Persze nem mehetiink el sz6 nélkiil amellett sem, hogy egy in vitro modell mennyire képes
megfelelni a valdsagnak. Ugyan az in vivo és in vitro porcdifferenciacié alapvetd
mechanizmusai megegyeznek, am nem hagyhatjuk figyelmen kiviil a tényt, hogy az embrid
testében térben és idében meghatirozott sorrendben, eltérd alaku és elhelyezkedésii
porcszigetek képz6dnek, mig egy in vitro sejttenyészetben lényegében homogén eloszlasu és
amorf szerkezetli porcszovet jon létre. Ezért az eredmények interpretacidjakor ezt a
megallapitast feltétleniil szem el6tt kell tartanunk. Mindezek tiikrében a chondroprogenitor
mesenchymalis sejtekbdl 1étrehozott primer HD kultarak sokrétli felhasznalhatosagat és széles

kort elfogadottsagat szamos publikacio megerdsiti [65, 70-74].

2.3.2.2. A porcfejlodés molekularis gépezetének fogaskerekei

A porcfejlodés kezdetekor a tobbi mesenchymalis sejttdl még megkiilonbdztethetetlen
chondroprogenitor sejtek csomokat, in. nodulusokat formélnak, majd a differencidlodas
kritikus, 2—3. napjan porcsejtekké alakulnak [64]. A nodulusok Iétrejottében kulcsfontossagiak
a sejt-sejt kapcsolatokért felelés molekulak (pl. neuronalis sejtadhézios molekula, N-cadherin)
[75, 76], illetve a szomszédos sejtek kozotti gap junction-6k [77]. A nodulusképzddés kezdete
olyannyira kritikus a porcfejlodés sordn, hogy ezt a I€pést mar eleve tekinthetjiik a
mesenchymalis sejtek chondrogenicus iranyba torténd elkotelezédésének. A nodulusképzédés
soran az ECM 1is drasztikusan valtozik. Kezdetben a sejtek jelentds mennyiségl fibronektint
termelnek, ami eldsegiti az aggregaciot, azonban a csomok kialakulasat kovetden szintje
erbteljesen lecsokken [78]. Hasonld expresszios mintazatot kovet az I. tipusu kollagén is,
melynek expresszidjaa nodulusképzddés kezdetén magas, majd a folyamat végére lecsokken
[79]. Mindekozben az aggregaciot gatld hialuronsav gyorsan eltavolitasra keriil a

differencialodo sejteket koriilvevé mesenchymalis ECM-bol [71].
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A sejt-sejt kapcsolatok kialakulasa kovetkeztében a citoszkeletalis organizacié megvaltozik, a
nyulvanyos, fibroblast-szerli sejtek lekerekednek [80] és a porcképzddést serkentd citokineket,
illetve novekedési faktorokat (pl. csont morfogenikus proteint, transzformaldé ndvekedési
faktor-B-t és fibroblast ndvekedési faktort) kezdenek termelni [81, 82]. Az el6zetes aggregacid
tobbek kozott biztositja a parakrin jelatvitel hatosugaranak cs6kkenését is. A novekedési
faktorok a porcfejlodésben kulcsfontossagi SOX9 transzkripcids faktor expresszidjat fokozzak
[83, 84], ami néhany egyedi kivételt leszamitva porcspecifikusnak tekinthetd [85]. A SOX-
fehérjecsaladba tartozik még a SOXS5 és a SOX6 is, melyek a SOX9-cel az un. SOX-tridt
alkotjak és a porcspecifikus ECM-komponens gének promoter régiojahoz bekotddve fokozzak
azok expressziojat [86]. Ilyen ECM komponens géneknek szamitanak a II., VL., IX. és XI.
tipust kollagén, illetve az aggrekan tengelyfehérje, a link protein €és néhany egyéb multiadheziv
fehérje génjei [87]. Mindemellett a sejtek felszinén a porcra jellemzé ECM makromolekulak
megkotéséhez sziikséges receptorok is fokozatosan megjelennek. Ebbdl is 1athato tehat, hogy a
dinamikusan valtoz6 ECM milyen nagy hatassal van az éretlen porcsejtek labilis fenotipusara

[88] (2.3. abra).

FGF I, Vi, IX, XI
TGF-B tipusu kollagén
BMP aggrekan

Whnt PG-k, GAG-ok

proliferacio és

aggregacio 2-3. nap

B — B —

SOXS5, SOX6 P-SOX9 @

SOX9 PKA, PKC

PKA, PKC P-CREB

PP1,PP2A,  N.CAM ' NFAT4

PP2B ; Erkl/2
chondrogenicus Erk1/2 N-cadherin r38 / differencialt
mesenchymalis p3s chondrogenicus Zal* porcsejtek

sejtek Ca? nodulus

2.3. abra. A high density (HD) kultirakban a mesenchymalis sejtek egy tobblépcsés folyamat soran érett
porcsejtekké valnak mikozben szovetspecifikus osszetétell extracellularis matrixot (ECM) termelnek
Kezdetben a chondroprogenitor sejtek laza kapcsolatban allnak egymassal és elnyujtott, gracilis sejtalakkal
jellemezhetSk. Az aggregacio soran a sejtek osztddnak és migralnak, melynek eredményeként chondrogenicus
nodulusokat alakitanak ki, amik a porcdifferenciacié melegagyanak tekintheték. Az in vitro chondrogenesis
végeredményeként lekerckedett, érett chondrocytak jelennek meg, melyek porc-specifikus ECM-et termelnek
maguk koré. A folyamat molekularis hattere jol dokumentalt, szamos jelatvitelimolekula és Gtvonal kvaziporc-
specfikusnak tekinthetd. A kép forrasa: Dr. Zakany R6za és Dr. Matta Csaba illusztracidja (modositva).

A SOX9 aktivitasat a molekula foszforilacioja felerdsiti, ezért — direkt vagy indirekt médon —
kiilonféle kinazok és foszfatazok alapvetden befolydsoljak azt. A ciklikus adenozin-
monofoszfat (cAMP) jol ismert downstream célpontja a protein kindz A (PKA), mely a SOX9
foszforildldsa révén a transzkripcios faktor hatdsainak fokozott érvényesiilését eredményezi
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[85, 89]. A PKA masik gyakori célpontja a cAMP reszponziv elem k6t6 (CREB) fehérje, egy
transzkripcios faktor, amely foszforilacigjat kovetden CRE régiot tartalmazo gének atirasat —
tobbek kozott magat a SOX9-ét is — serkenti [90]. A kinazokkal érzékeny egyensulyban
egylittmikodo foszfatazok koziil a foszfoprotein foszfataz2 A a CREB defoszforiladlasa révén
szolhat bele a SOX9 expresszidjaba és hatasainak érvényesiilésébe [91]. Jol demonstralja ezt,
hogy a foszfoprotein foszfatdz 2A szelektiv gatloszere, az okadéansav, laboratoriumunk altal
igazoltan serkenti a porcdifferenciaciot [92]. Azonban nem minden foszfataz fogja feltétlentil
gatolnia SOX9-et. A foszfoprotein foszfataz 2B, vagy masnéven kalcineurin, példaul indirekt
modon — az extracellularis szignal regulalt kinaz 1/2 (ERK1/2) defoszforilaciojan keresztiil — a
SOX9 foszforilalt allapotat és a porcképzddést segiti [72]. A foszfoprotein foszfataz 2B
kozvetleniil érinti az NFAT miikodésétis. E transzkripcios faktor esetében a foszfat csoport
elvesztése sejtmagi transzlokéaciot eredményez, ami tobbek kozott a csont morfogenikus
protein-2 atirasat fokozzaa sejtmagban, ez pedig hozzajarul a porcdifferenciacio ongerjeszté

koreihez [93].

Az emberben 15 ismert taggal rendelkez6 protein kinaz C (PKC) izoenzimcsalad is részt vesz
a chondrogenicus folyamatokban [94, 95]. Az enzimcsaladon beliil megkiilonboztetiink egy
konvencionalis alcsoportot (a, BI, BII, y), melynek tagjai diacil-glicerolt, Ca2*-okat és
foszfolipideket igényelnek aktivaciojukhoz, egy j (novel) csoportot (5, €, m, 0), melyhez
tartozo enzimeknek Ca2+-okra nincs, diacil-glicerolra és foszfolipidekre azonban sziiksége van
az aktivaciohoz, illetve egy atipusos csoportot ({, VA), melynek tagjai foként foszforilacios

mechanizmusokkal aktivalodnak [96].

Jelenleg még nem 4llnak rendelkezésiinkre olyan adatok, melyek megerdsitenék a SOXO és a
PKC kozotti direkt interakciot. A PKC-nek azonban az aktin citoszkeletonra hatva ismert
szerepe van a chondrocyta fenotipus valtoztatisaban, mely soran az ERK1/2 meghatarozo
tényezd. Kutatocsoportunk példdul az ERK1/2 és a SOX9 PKCo altali foszforilacidjat
dokumentalta a porcfejléddés soran [97]. Fontos tovabba megemliteni, hogy az ERK1/2-n
keresztiil az N-cadherin expresszié is fontos célpontja a PKC 4&ltal regulalt korai

chondrogenicus folyamatoknak [98].
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2.3.3. Amit vazrendszeri sejtekben az NMDAR-okrdl és a Ca?*-okrol eddig
tudunk

Az elmult években tobb kozlemény foglalkozott glutamat receptorok vazrendszeri sejtekben
valdo megjelenésével. Az NMDAR-ok foként az osteoblastok ¢és osteoclastok
differencialodasara [9] kifejtett Osszetett hatasaik révén vehetnek részt a csontszovet
atépiilésében [8]. NMDAR alegységek expresszidjat azonositottak emellett patkanyeredetii in
vitro porcsejt kultarakon is [10-12]. Az érett, human iziileti porcsejteken detektalt NMDAR-0k
feltehetéen mechanotranszdukcids utvonalakat szabalyoznak és fontos szerepiik lehet a
porcsejtek OA-ban megvaltozott viselkedésében [13]. Az NMDAR-ok chondrogenicus

folyamatokban betdltétt szerepe azonban id4ig felderitetlen teriilet maradt.

Fliggetleniil attol, hogy milyen alegység-0sszetételi NMDAR-okrol beszéliink, receptor-
aktivacio hatasara végeredményben Ca?*-ok aramlanak az IC térbe. Mivel a sejtosztodas és a
sejtdifferenciacio azon esszencialis funkciok k6zé tartoznak, melyeket a Ca2*-okhoz kothetd
jelatviteli folyamatok befolyasolnak [58], nem meglepd, hogy a differencialodé mesenchymalis
sejtek CaZ*-homeosztazisa szamos kutatocsoport, koztiik a miénk, célkeresztjébe keriilt. Habar
eredményezhet excitabilis (pl. izomsejt) sejtfenotipust [99]. Annak ellenére, hogy az elmult
¢vekben tobb publikacio is foglalkozott a chondrocytak és chondrogenicus sejtek Ca?*-
homeosztazisaval, illetve Ca2*-csatorna készletével, mégis szamos kérdés maradt
megvalaszolatlan ezek differenciacioban betoltott szerepét illetden. Jelenlegi ismereteink
szerinta Ca2*-fiiggo jelatviteli utvonalak fontos szerepet tolthetnek be a mesenchymalis sejtek
fejlodésében [6, 7]. Tobbek kozott ezen utvonalak kozé tartoznak a klasszikus PKC aktivitast
igénylo jelatviteli itvonalak [96]. A CaZt*/kalmodulin-fiiggd kinaz IT (CaMKII) a PKA mellett

crer

folyamatok ugyancsak Ca2*-dependenciat mutatnak [93].

Laboratériumunk korabbi eredményei szerint a HD kulturdkban differencidlodé porcsejtek
citoszoljaban mérheté Ca2*-szintjek a hosszabb tavon (napi 1éptékben) valtozo bazalis [Ca2*];
mellett gyors valtozasokat is mutattak, melyek érzékenyek voltak a fesziiltségfiiggd K*-
csatornak gatlasara [101]. Szintén laboratoriumunk dokumentalta a raktar altal vezérelt Ca2*-
belépés (SOCE) szerepét is a chondrogenicus folyamatokban [102]. Az érett chondrocytak
plazmamembranjaban jelen 1évO, igazoltan milkkodéképes Ca?*-csatornak pedig az Un.

’chondrocyta chanellome’ részét képezik [103].
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2.4. Azidegrendszeren Kkiviil I1.: egészséges és patologias pigmentsejtek
2.4.1. Melanocytak a bor epidermisében

A melanocytak pigmentek termeléséért felelds nytlvanyos sejtek, melyek elsésorban a bor
epidermisének bazalis sejtrétegében fordulnak eld, de emellett a szdr/hajszalak tiiszdiben, a
szemgoly6 érhartyajaban, a kozponti idegrendszer kotdszdvetes burkaiban és a szajiireg
nyalkahartyaban is megtaldlhatok. A melanocytadk ectodermalis, egészen pontosan crista
neuralis eredetii sejtek, mely magyardzatul szolgal kiilonleges cellularis tulajdonsagaikra €s

viselkedésiikre a bor vagy az érhartya tobbi sejtjéhez képest.

Az epidermalis melanocytak sajatsdgos viszonyban allnak az ket koriilvevo keratinocytakkal.
Egy bazalis elhelyezkedésli melanocyta ugyanis atlagosan harminchat keratinocytaval képes
kapcsolatot kialakitani. Ennek eredményeként a melanocyta citokrin szekrécidval transzportal
pigmenteket a kornyezé sejteknek [104]. Ezt, a kozel negyven sejtbdl alldo funkcionalis
csoportosuldst epidermalis melanin egységnek nevezziik (2.4. dbra). Az egyes testtajak eltérd
denzitasban tartalmaznak epidermalis melanin egységeket (legsiirlibben a haton és a vallak
teriiletén, leggyérebben a tenyereken és a talpakon fordulnak eld), ettdl fliggetleniil igaz

azonban, hogy az egységek mindeniitt azonos szamu sejtet foglalnak magukba [105].

A melanocyta
nyulvanyai

Melanin

Golgi apparatus ‘ A
Sejtmag— 8\

Membrana basali

Epidermis

[
Dermis

2.4. abra: Egy jellegzetes melanocyta morfolégiaja az epidermisben. Az epidermalis melanocytak sejtteste a
bazalis keratinocytak szomszédsagaban helyezkedik el és nytlvanyai, polipcsapokhoz hasonldan, a felszinesebb
rétegek hamsejtjei koz¢ furakodnak. A nyulvanyok elhelyezkedése a pigmenttermelés iitemétdl fiiggden
dinamikusan valtozhat, de ez az epidermalis melanin egység integritdisan nem valtoztat. A kép forrdsa:
https://www.quora.com/Why-how-do-we-get-moles (mddositva).
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A pigmentsejtek legfobb feladata a melanin nevii pigment szintézise, ami citoplazmatikus,
membrannal koriilvett sejtorganellumokban, az Un. melanoszémakban torténik. A
pigmenttermelés soran a melanoszomak egy érési folyamaton mennek keresztiil, melynek négy
fazisat kiilonitjiik el a pigmentek szerkezete, mennyisége €s mindsége alapjan. Kezdetben a
melanoszémak egyszerli endoszomalis képletek, amik nem tartalmaznak pigmentet. Az érés
masodik szakaszaban egy glikoproteinekbdl felépiild, fibrillaris matrix alakul ki az
organellumban. A harmadik fazisban a tirozinaz és a DOPAkrém tautomerdz enzim, valamint
a tirozindzszeri protein 1 megjelenésével megkezdddik a melanin termelése. Végiil az érett

melanoszomak teljesen megtelnek pigmentekkel és sotét szind, elliptikus struktarakka valnak
[106].

Azeml6ésokben kételtérd kémiai tulajdonsagokkal bird, de egyaranttirozin alapu festékanyagot
kiilonithetiink el: a sotét, barnasfekete szinti eumelanint, illetve a vilagos, sargas-vordses
arnyalati pheomelanint [107]. A melanocytak mindkét pigmentetképesek termelni, a bérszinét
pedig elsésorban a két pigment ardnya szabja meg. Mivel a kiilonb6z6 borszinli emberek
melanocytainak szdma megegyezik, ezért a fo kiilonbségek a melanoszomak méretében,
szamaban, Osszetételében, illetve eloszlasaban rejlenek [108]. Természetesen a melanogenesis,
azaz a pigmentek termelése soran a tirozindz enzim aktivitasa és a szubsztratok koncentracioja

szintén meghataroz6 tényez6 [109].

Mivel a melanin (els6sorban az eumelanin) képes elnyelni az ultraibolya (UV) sugarzas 50—
75%-at, és mindemellett antioxidans hatasokkal is rendelkezik, ezért a pigmentek legfontosabb
szerepének az UV-sugarzassal szembeni védelmet tekintjiik. A keratinocytakba transzportalt
pigmenttartalmi melanoszémaka citoplazmaban a sejtek magjai folé rendezddnek igy egyfajta
»sapkat” képeznek és védik a sejtmag DNS-tartalmat az UV-sugarzds mutagén hatasaitol.
Természetesen az epidermisben ily médon képzddo ,,pigment ernyd” a dermis sejtjei szamara
is védelmet nyujt. Ezek alapjan belathatd, hogy a tobb pigmentet tartalmazo bdrtipus
ellenallobb az UV-sugarzas altali karosodassal szemben. Sotét borli emberekben a
melanoszémak az epidermis felszinesebb sejtrétegeiben is megtaladlhatok, mig vilagos bortiek
hasonlo rétegeiben joval kevesebb melanoszémat figyelhetiink meg. A vildgos bOrtipus ezért

rizikofaktornak szamit az UV-expozici6 altal indukalt melanomagenesis szempontjabol [110].
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2.4.2. Melanomamalignum cutis

2.4.2.1. A pigmentsejtes borgyogyaszati jelenségek problémaja

A melanoma malignum cutis a bor melanocytainak rosszindulati daganata. Miel6tt azonban
kozelebbrol is megvizsgalnam a pigmentsejtek neoplasiajat, sziikséges néhany szot szélnom az
anyajegyek €s a melanoma kozott fesziilo diagnosztikai problémakrol. Gyakorlatilag minden
feln6tt ember rendelkezik anyajegyekkel, azaz naevusokkal. E joindulati pigmentalt
elvaltozasok fajtaja, mérete és mennyisége nagyfoku variabilitdst mutat. Elkiilonithetjiik az
egészséges pigmentsejtek szambeli novekedésével jarod allapotokat, amelyeket melanocyta
hyperplasidval jaré korképeknek neveziink. Ebben az esetben a morfologiailag normalis
melanocytdk szambeli novekedése, vagy fokozott pigmenttermelése eredményez korilirt,
szabalyos foltokat, in. maculédkat a béron, melyek szine a vildgosbarnatol egészen a feketéig

terjedhet.

A joindulata pigmentsejtes elvaltozasok masik csoportjaba a melanocytaer naevusok (naevus
pigmentosus) tartoznak, melyek esetében a crista neuralis eredetli melanocytak
differencidloddsa vagy migracidja szenved zavart. Ez koros kiillemii/lokalizcio
melanocytakat eredményez, melyek fészkeket képeznek az epidermisben vagy a dermisben

dermoepidermalis hatarr6l indulnak ki, és progressziv érési folyamatokon mennek keresztiil.

Az anyajegyek kozt kiilon kiemelend6k a malignus hajlam szempontjabdl jelentds atipusos
vagy dysplasticus naevusok. Szovettani és klinikai tulajdonsagaik is eltérnek a kozonséges
melanocytaer naevusoktol és morfologiailag hasonlosagokat mutatnak a melanoma
malignummal. Méretiik meghaladja az 5 mm-t, szabalytalan alakuak és irregularis széliiek,
azonban a melanomatdl eltéréen hosszabb idén keresztiil megfigyelve sem mutatnak valtozast,

sOt regresszalhatnak is.

Azoknél az egyéneknél, akiknek 100, vagy tobb szerzett, k6zdnséges naevus talalhatd a borén
3,4-szeres az esélye amelanoma malignum kialakuldsara, migazok szamara, akik 10 vagy tobb
dysplasticus naevussal rendelkeznek, ez 12-szeres kockazatot jelent [112]. Noha a
melanocytaer naevusok tobbnyire joindulata elvaltozasok, potencialisan a legnagyobb
rizik6faktort jelentik a melanoma malignum kialakuldsara, ugyanis a melanomak kortilbeliil 33

%-a kozvetleniil naevusokbdl alakul ki [113].

27



2.4.2.2. A melanoma epidemioldégiaja és rizikofaktorai

Ugyan a melanoma malignum cutis csak 4%-at adja a bor eredetli daganatos eseteknek, mégis
jelentds részét képezik az ezekbdl kifolyo halalozasoknak [114]. A betegséget novekvo
incidencidja ¢s mortalitisa miatt a legveszélyesebb proliferativ elvaltozasok k6zé szoktak
sorolni. A melanoma incidencidja a vilagos borii, kaukazusi populaciokbanvilagszerte novekvo
(3—7%-o0s) tendenciat mutatottaz elmult fél évszazadban. Ennek legnyilvanvalobbmagyarazata
a vilagos bor alacsonyabb melanin tartalmabol fakado csokkent fotoprotektiv képesség [115].
Magyarorszagon 2001 és 2012 kozott a melanoma malignum 100 000 lakosra vetitett
incidenciaja 12-r61 23-ra emelkedett és a nemek k6zott nem tapasztalhato érdemi eltérés [116].
A kimutatdsok szerint a betegség leggyakrabban az 50—60 éves korosztalyban jelentkezik; a
férfiak esetében foként a torzson, miga néknél a végtagokon jellemzObb a daganat kialakulasa
[117]. Nem elhanyagolhaté azonbana 15-39 éves korosztaly sem, ahol feltételezhetden a
megvaltozottnapozasiszokasokkodvetkeztébena melanoma veszélye joval nagyobb mértékben

érinti a fiatal néket [118].

A melanoma kialakulasaért felelds rizikofaktorok kozt megkiilonboztetiink kornyezeti és
genetikai hatdsokat. Az egyik legnyilvdnvalobb kdrnyezeti 4gens a napsugarzas részét képezd
UV-irradiacid, ami az esetek kétharmadaban meghatarozo tényez6 a melanomagenesisben
[119]. Az UV-sugarzas és a daganatképzddés kozti kapcsolat szinte nyilvanvald, hiszen minél
tobbszor kovetkezik be sulyos napégés az élet soran, annal nagyobb az esély a melanoma
kialakulasara [120]. A kiilonb6z6 borszinii egyének nem egyforman reagalnak az UV-
sugarzasra. Ennek osztalyozasdhoz alkotta meg Thomas B. Fitzpatrick a réla elnevezett
bortipus skalat, ami hat csoportra osztja a populaciot a napégéssel szembeni tolerancia, illetve
a lebarnulasi-leégési hajlam alapjan [121]. Melanoma kialakuldsa szempontjabol az 1-es
bortipushoz tartozo (fehér bort, vilagos — altalaban széke vagy vords — haju, konnyen leégo, de
szinte sosem barnulod) egyének a legveszélyeztetettebbek. Ezzel szemben az V-VI. bortipussal
rendelkezd (pigmentalt borli, fekete haji) emberek bérének magasabb melanin tartalma

fokozott védelmet biztosit a karos UV-sugarzassal szemben [121, 122].

A melanoma rizik6faktorai kozt emlitést érdemelnek bizonyos mutaciok, melyek
daganatképzb6dést eredményeznek. A familiaris eredetii melanomak aranya csupan 2% az
0sszes melanomas esethez viszonyitva, de a mutacidk hordozo6inal a daganat 50—-90%-0s
valoszintiséggel alakul ki a 80. életévre [123]. Azon csaladok 25-40%-a esetében, ahol tobb
generacion keresztiil fordult el6 melanoma malignum, a ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A

(CDKN2A) gén mutacioja is jelen volt. Ez a familidris halmoz6dast mutaté melanomak
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leggyakoribb okozoja. Kisebb aranyban, de a protoonkogén ciklin-dependens kinaz 4 (CDK4)
mutacioja is eléfordul a melanomas csaladokban [114]. A CDKN2A gén altal kodolt pl6
fehérje tumorszuppresszor hatasu és a sejtciklus G1 és S fazisai kozti atmenetet szabalyozza
azaltal, hogy gatolja a CDK4-et a retinoblastoma fehérje (RB) foszforilaldsaban. Igy a nem
foszforilalt, azaz aktiv RB az E2F fehérjéhez kotddve gatolja annak transzkripcios aktivitasat.
A mutaciok végeredményben az RB fehérje inaktivacidjat okozzak, amely hatasara a sejtciklus
az S fazisba Iép és a sejtek kontrollalatlan osztodasba kezdenek. A CDK4 esetében raadasul,

onkogén mutacié révén, egyetlen allél mutacioja is elegendé a daganatképzodéshez [124].

Hasonl6 genetikai rizikotényez6 a melanocortin-1 receptor (MC1R) gén mutacidjais. A gén
altal kodolt fehérje egy transzmembran G protein, amely a melanocytadk membranjaban
helyezkedik el, ésreceptorkéntszolgal az a-melanocytastimulalo hormonszadmara. Az agonista
bekotddését kovetden adenilat ciklaz aktivacion keresztiil fokozodik a melanocytak eumelanin
termelése. Fiziologias esetben az UV-sugarzas hatasara fokozodik az a-melanocytastimulald
hormon képzddése, ami az MCIR upregulacidja révén intenziv pigmenttermelést eredményez.
Az MCIR muticiéi gatoljak a cAMP altal aktivalt jelatviteli Utvonalakat és ennek
kovetkeztében csokken az eumelanin termelése. A Fitzpatrick-skalan az I-es bortipushoz
tartozo egyének esetében példaul kimutattak az MCIR kiilonb6zd, gatlo hatasu genetikai

variansait, ami §sszefiiggésben allhat a melanoma magas rizikdjaval [125].

A sporadikus melanomaék kialakulaséaért is szamos genetikai mutacio tehetd feleldssé, azonban
a CDKN2A funkcidvesztése kevésbé gyakori, mint csaladi halmozo6dast mutaté melanomak
esetében [126]. Nagyobb szerepe van viszonta BRAF és NRAS onkogén mutacioknak, melyek
a mitogén aktivalt proteinkinaz (MAPK) utvonalon keresztiil fejtik ki hatdsukat a RAF fehére
foszforilalasa, és ezaltal aktivacidja révén. A RAF igy képes lesz foszfatcsoport-transzferrel
aktivalni a citoszolikus MAPK fehérjét, mely az ERK1/2-t foszforildlja. A folyamat
végeredményeként a sejt osztodasat elésegitd gének expresszidja fokozodik [127], ezaltal
befolyasolva a sejtosztodast, sejtdifferencialodast, sejtoregedést, illetve a sejthalalt. Az NRAS
mutacio, amely a melanomak mintegy 20%-ban jelen van, képes fiiggetleniteni a MAPK
utvonalat az EC szignaloktol, igy 6nallo, kiils6 koordindld hatistol mentes, folyamatos
aktivaciot tesz lehet6vé [128]. Gyakrabban kovetkezik be mutacié a BRAF onkogén kinaz
doménjében (koriilbeliill a melanomak felében [114]), egészen pontosan a 600-as kodonban,
ahol egy baziscsere kovetkeztében valin helyett glutaminsav épiil be a polipeptidlancba
(BRAFV600E) [gy a gén altalkodolt fehérje tartds foszforilalt allapotba keriil és a sejtnovekedést

és proliferaciot befolyasolo jelatviteli itvonalak konstitutiv aktivacioja kovetkezik be [129].
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Erdemes megjegyezni, hogy a naevusok koriilbeliil 80%-a is hordozza ezen mutaciokat, mely
magyarazatul szolgalhat arra, hogy miért alakulhat ki egy anyajegybdl kdzvetleniil melanoma
[130].

2.4.2.3. A melanoma manifesztacioja

A rizik6faktorok hatdsara kialakuld daganat tobblépcsds folyamatban juthat el a
legkedvezdbtlenebb kimeneteli klinikai stddiumig (2.5. dbra), mely soran jol definidlhatd

hisztoldgiai progressziot irhatunk le.

A kezdeti stadiumban a daganat in Situ, azaz a ham bazalis sejtrétegét nem lépi at (1. stadium).
Egy ponton til azonban az elvaltozas mikroinvazivva valik: a daganatos sejtek attorik a
membrana basalist és elkezdenek behatolni a papillaris dermisbe (II. stddium). A progresszid
ezen szakaszaiban a melanoma sugaririnyll ndvekedést mutat, maximalis vastagsaga
meghaladhatjaa4 mm-t, azonban kézelinyirokcsomoba és tavoli szervbe sem adott mégattétet
[131,132]. Eztkovetden a daganatossejtek fokéntabor felszinére merdlegesen terjednek elébb

a reticularis dermisbe (III. stddium), majd a subcutisba (IV. stddium) (2.5. abra).

Invazio Metasztazis

SR

Membrana ‘\/
basalis

A)

B) Benignus Melanoma V"emkah.s
in situ novekedés

Epidermis

Tavoli
Attétképzés

2.5. abra: A melanoma malignum cutis klinikai megjelenése. (A) A melanoma korai diagnozsa
kulcsfontossagi a tulélés szempontjabol, ugy anis a mortalitas dramaian névekszik a daganat progresszidjaval A
klinikaidia gnozis meghatarozasibanaz ABCDE szabaly nyujthat segitséget a 16zi6 morfologiaijellemzése révén.
A naevusokkal és mas benignus folyamatokkal szemben a melanoma alakja szabalytalan (Asymmetry), széle
irregularis (Border), szine valtozatos, foként a barna és a fekete arnyalataiban keveredik (Color), 4tmérdje
altalaban az 5 mm-t meghaladja (Dia meter), mérete pedigaz id6 elérehaladtaval ndvekszik (Evolution) [133]. A
paraméterek tiikrében, akar onvizsgalattal, akar borgy 6gyaszati szliréssel megitélhetd, hogy sziikséges-e komolyan
venni és radikalisan fellépni az elvaltozassal szemben [134]. A kép forrasa: https://stamfordskin.com/en/
dermatology/skin-cancer-melanoma-topic-overview/ (B) A melanoma malignum cutis 4 ttétképzésének folyamata.
A joindulatt daganatokbdl, illetve naevusokbol nem alakulkisziikségszerien melanoma. A melanoma in situaz
I. stadiumnak, miga vertikalis ndvekedés id6szaka a I11. stadiumnak felelmeg(a I1. stadium jellemz6inincsenek
kiilon abrazolva). A subcutis elérése, majd az attétek megjelenése a I'V. stadium eseményei kdzé tartozik. A kép
forrasa: http:/Awww.pathophys.org/melanoma/melanoma-progression/ (médositva)
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A progresszio kovetkezo szakaszat az attétek képzése jelenti, melyet lokoregionalis, regionalis
éstavoliformakra oszthatunk fel. A lokoregionalis metasztazisok magukba foglaljak a szatellita
vagy in-transit borattéteket, attol fiiggden, hogy a primer tumortdl 5 cm-en beliil vagy kiviil
talalhatoak. A regiondlis attétek érinthetik az un. sentinel nyirokcsomokat, vagy a tadvolabbi
nyirokcsomokat. A melanomaval kapcsolatos haldlozasért leginkabb a tavoli attétek tehetdk
feleldssé, amikor az attétek kiilonbozo szerveket (elsdsorban az agyat, a majat és a tiidoket)

érintenek [135].

A szdvettani gradust a hdm daganat altali érintettsége, illetve a f6 tumortdmeg ¢és a ham
viszonya hatarozza meg. A besorolas meghatarozasaban a Breslow- és a Clark-index segithet.
A Breslow-index a tumorvastagsag milliméterben kifejezett legnagyobb vertikalis kiterjedését
demonstralja, a stratum granulosumtdl egészen a tumor legmélyebb pontjaig. A Clark-index az

invazio mértékét méri fel a bor mélyebb szoveteiben [111].

2.4.3. Amit human pigmentsejtekben az NMDAR-okrol és a Ca2*-okrdl eddig
tudunk

Mivel a pigmentsejtek Ca?*-homeosztazisanak boncolgatasa, a differencialodo porcsejtekéhez
hasonldan, egy kiilon dolgozatot is megérdemelne, ezért igyekeztem lényegre tdrden
Osszefoglalni az eddigi leglényegesebb ismereteket. Az elsd kozlemények, melyek
funkcionalisan aktiv NMDAR-0krol szamoltak be daganatos elvaltozasokban, az ezredfordulot
kovetden jelentek meg [16]. Melanoma eredetii szovetmintakon végzett kisérletek igazoltak,
hogy a melanoma sejtek jelentdsebb mennyiségii glutamatot képesek felszabaditani egy
feltételezett autokrin hurok révén [17]. Nemcsak daganatos, de egészséges pigmentsejtek
esetében is tobb publikacié demonstralta a mGluR-ok jelenlétét és szerepét [18], azonban az
IGIuR-ok, és ezaltal az NMDAR-ok, feltérképezetlenek maradtak. Egy friss tanulmany in vitro
¢és in vivo is megerésitette, hogy a nyitott NMDAR-okat gatlo MK-801 a migraci6 és a
tumorméret csokkenését eredményezte [136]. Az NMDAR-okat illeten azt talaltak, hogy a
GluN2A génjében (GRIN2A) gyakran fordulnak eld mutaciok [137], melyek jelenléte a
melanomas betegek tilélésének csokkenésével korrelalt [138]. Megallapitasra keriilt tovabba,
hogy a GRIN2A tumorszuppresszor génnek tekinthetd melanomaban, mivel aktivitasanak
csokkenése kontrollalatlan sejtosztodashoz vezetet [139]. Melanocytakon a GIuN2A és

pontos alegységosszetételt illetden még nincsenek informaciok. Farmakologiai megkozelitésii
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vizsgalatok szerint a melanocytak iGluR receptorai a sejtmorfoldgia és a melanoszoéma
transzfer szabalyozasaban jatszhatnak szerepet [141]. A GluN2(A) tehat a melanocytakkal és
melanoma sejtekkel leggyakrabban dsszefiiggésbe hozott NMDAR alegység, mig e tekintetben
a GluN1 és GluN3 alegységek funkcioi homalyosak.

Az [Ca?*]; valtozasai fontos szabalyozo tényez6k a melanocytak sejtélettani folyamataiban.
Erintik a melanocytak fejlédését, a mitogén stimulusokra adott vélaszaikat, a melanintermelést
¢s a fotoprotektiv funkciodikat, valamint bizonyos betegségek (pl. vitiligo) kialakulaséban is
szerepet jatszhat [142]. A Ca?*-ok sejtbe vald bejutasat eldsegité mechanizmusok koziil
kiemelendd a TRP csalddba tartozoé tranziens receptor potencidl melastatin 1 (TRPM1), mely
altal biztositott Ca2*-koncentracio valtozasok a melanogenesist regulalhatjak. Alatamasztja ezt
az a megfigyelés is, miszerint a TRPM1 expresszidja UV(-B) sugarzas hatasara p53-medialt
utvonalon keresztiil fokozodik [142]. Belote és Simon egészen friss kozleményben szamolt be
keratinocyta ko-kulturabantenyésztett melanocytak dendritjeinek lokalis és kompartmentalizalt
Ca?*-tranzienseirdl [143]. A CaZ*-koncentracié fluktuacioi a kornyez6 keratinocytak altal
felszabaditott acetil-kolin és endotelin kdvetkeztében jelentkeztek. A keratinocytak emellett
glutamat spontan felszabaditdsara is képesek, amint azt human epidermalis keratinocytakon
végzett kisérletek bizonyitottak [144]. A melanocytak nem képesek glutamatot termelni, igy
elképzelhetd, hogy amelanocytak glutamathozkothetd jelatviteli folyamatai a keratinocytakkal
alkotott szoros funkcionalis kapcsolataira vezethetok vissza. Az epidermalis melanocytak
rdaadasul glutamat transzportereket expresszalnak, ami a lokdlisan cirkuldldo glutamat

koncepcidjat tovabb erdsiti [140].

A jelenleg rendelkezésre allo ismereteink szerint a Ca2*-ok fontos szerepet toltenek be a
malignus pigmentsejtek cellularis folyamataibanis (2.6. abra). A Ca?*-ok belépésére szolgilo
apparatusbol kiilon kiemelend6k a fesziiltségfiiggé Ca2*-csatornak kozé tartozo T-tipust
csatornak, melyek expresszidjanak fokozoddsa szoros Osszefiiggést mutat a melanoma
progressziojaval [145]. Megjegyezendd, hogy melanocytak és melanoma sejtek is expresszaljak
a feszlltségfiiggd Ca2*-csatornak széles palettajat, azonban a T-tipust csatornak azok, amelyek
szembetlind eltéréseket mutatnak az egészséges ¢€s patologids pigmentsejtek kozott
Mindemellett a BRAFV80E mutaciokat hordozé melanoma sejtekben a T-tipusu csatomak
génjei PCR reakcidkkal bizonyitottan fokozott expresszios szinteket mutattak [146]. Szintén
megemlitend6 a melanocytakbol mar ismert TRPM1, mely tumorszuppresszornak tekintheto,

hiszen expressziojanak elvesztése agressziv sejtfenotipus megjelenéséhez vezet [147]. A
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TRPM2, 7 és 8 ezzel szemben kifejezetten a metasztatikus formakra jellemzd és a sejtosztodas

fokozasaban van szerepiik [147].
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2.6. abra: A CaZ-influx lehetéségei és annak hatasai melanoma sejtekben. Ca®" az extracelluléris térbol
kiilonféle ioncsatornakon keresztiil juthat be a daganatos pigmentsejtekbe. Ezek kdzé sorolhatjuk a tranziens
receptor potencidl melastatin (TRPM) és a T-tipusti Ca®*-csatornékat, valamint a raktar altal vezérelt Ca*-
belépéssel (SOCE) osszefiiggésben 16v6 Orai csatornakat. A bedramld Ca?*-ok eltérd funkciokért felelek.
Kiilondsen szembetiind eza TRPMI és a TRPM2/7/8 esetében, ugyanis miga TRPM 1 Ca?*-szignaljai apoptotikus
folyamatokat serkentenek, illetve migra ciot, invaziot és metasztizisképzd képességet gatonak (azaz a Ca®*-jelek
antitumor hatasokkal jellemezhetok), addig a TRPM2/7/8 éppen, hogy proliferaciot fokozé Ca > -jeleket
generalnak. Akép forrasa [147] (mddositva).

A melanocytak és melanoma sejtek esetében is fontos cellularis jelenség a porcsejtek kapcsan
mar emlitett SOCE. Mig a melanocytak eset¢ben a SOCE a melaninszintézishez jarul hozza
[148], addig melanoma sejtecken a SOCE farmakologiai gatlasa erdsen lecsokkentette a
migraciot in vitro és a tumoros koloniak létrejottét in vivo [149]. Sun és munkatarsai
megfigyelései szerint a SOCE medialt Ca2*-oszcillaciok 6sszefiiggésben allnak a melanoma
sejtek invazios képességeivel, ugyanis a SOCE nélkiilozhetetlen fehérjéinek (STIM, Orai)
hidnyaban az invazivitasért felelds sejtnyulvanyok, az un. invadopodiumok képzddése tobb

mint felére esett vissza a kontrollhoz képest [150].

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a Ca2+-oknak fontos szerepiik van a melanocytak és
melanoma sejtek ¢életében. Az irodalmiadatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a feltételezett
NMDAR-ok, bar eltéré kovetkezményekkel, de komolyan kivehetik a résziiket az egészséges

¢s patologias pigmentsejtek Ca2*-homeosztazisanak szabalyozasaban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Porcosodo, mesenchymalis, nagy sejtsiiriségu (HD) kulturak

A porcosodo, un. chondrogenicus sejtek nagy sejtstiriségii kultarakban tenyésztve képesek 2 -
3 nap alatt spontdn modon ECM-et termeld chondroblastokka differencidlodni. E folyamat
eredményeként a kulturaban jelentés mennyiségii hyalinporc-specifikus ECM szaporodik fel a
tenyésztés hatodik napjara.

A porcosodasra képes, nagy sejtslirliségii, mesenchymalis kultardk, vagy high density (HD)
kultarak, a porcdifferenciacié tanulmanyozasanak egyik legismertebb in vitro modelljét
képviselik. Kisérleteinkhez ezt, az els6ként Ahrens és mtsai altal publikalt, széles korben
alkalmazott és konnyen reprodukalhato kisérleti rendszert hasznaltuk [64], mely lehetévé teszi
a hyalinporc képzddésének megfigyelését. A HD kultirdk létrehozdsahoz sziikséges
chondroprogenitor mesenchymalis sejteket Ross-fajtaji, fehér, hushibrid csirkeembriok
végtagtelepeinek distalis részébdl nyertiikk ki. A kisérleteinkhez hasznalt csirkeembriok
fejlettsége a Hamburger és Hamilton szerinti 22-24. stadiumnak [63], azaz koriilbeliil 4,5
naposnak felelt meg. A tojasokbol steril koriilmények kozott eltavolitottuk az embridkat, majd
sztereomikroszkdopalattcsipeszekkel levalasztottuk a végtagtelepek distalis részletét. Ezutan az
izolalt végtagbimbo darabokat kalcium- és magnéziummentes foszfatpufferelt sooldatba (pH
7,4) helyeztiik. Az 6sszegyijtott szoveteket 0,25% tripszinben (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 1 6rén keresztiil, 37°C-on emésztettiik. Ezt a folyamatot 1:1 térfogat mennyiségii fotalis
marha szérummal (FBS; Gibco, Gaithersburg, MD, USA) allitottuk le, és a sejteket 10 percig
tartod centrifugaldssal (800 x g) szeparaltuk a feliiluszotol.

Kisérleteinkhez 1,5 x 107 sejt/ml siirliségii sejtszuszpenziokat hasznaltunk és a kisérlet céljatol
fliggden egyetlen 15, 30 vagy 100 pl-es cseppet pipettaztunk tiveg feddlemezekre (Menzel-
Gldaser, Menzel GmbH, Braunschweig, Németorszdg), milanyag Petri-csészékbe vagy
sejttenyésztd edények lyukaiba (Eppendorf, Hamburg, Németorszag). A sejtek 37°C-on, 5%
CO; ¢és 80% relativ paratartalom mellett 2 6ra alatt kitapadtak. Ezt kdvetden a kultarak 10%
FBS-sel kiegészitett, antibiotikumokat és antimikotikumot (50 egység/ml penicillin, 50 pg/ml
streptomycin, 1,25 ug/ml Fungizone; TEVA, Debrecen, Magyarorszag) is tartalmazo Ham F12
(N6760, Sigma-Aldrich) tapoldatot kaptak. A sejttenyészté médiumot kétnaponta cseréltiik. A
kicseppentés napjat a tenyésztés 0. napjanak tekintettiik. A fejlodé kulturdkat 6 vagy 10 napig

tartottuk fenn. A csirkeembriokon végzettkisérletekheznemvoltsziikséga Debreceni Egyetem
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Etikai Bizottsaganak engedélyére. A kisérletekhez sziikséges HD kulturdkat Dr. Matta Csaba,
Dr. Juhdsz Tamds, Dr. Takdcs Roland, Somogyi Csilla, Katona Eva és Biréné Barna Krisztina

hozta létre és tartotta fenn.

3.2. Melanocyta és melanoma sejtkulturak

A kisérleteinkhez haszndlt norméal human epidermalis melanocyta (NHEM) sejtkultarakat
(PromoCell GmbH, Heidelberg, Németorszag) juvenilis bér mintak epidermisébdl allitottak
el6. A melanocytakata gyarto eldirasainak megfeleléentenyésztettiik Melanocyte Medium-ban

(PromoCell GmbH).

Vizsgalatainkat emellett 6t kiilonb6zé melanoma sejtvonalon végeztiik (A2058, HT168Ml,
HT199, M35/01 és WM35). Az A2058 sejtkulturat amelanoticus melanoma nyirokcsomo
metasztazisabol hoztadk Iétre; a HT168MI1 sejtvonalat HT168 sejtekkel injektalt,
immunszuppresszalt egerek 1€pébdl izolaltak; a HT199 sejteket attétképzd nodularis melanoma
primer daganatdbol nyerték ki; az M35/01 sejtkultirat vertikalis ndvekedési faziban 1évo
superficial spreading melanomabol allitottak el; a WM35 sejtvonalat pedig attétet nem képzo,
in situ melanomabol szarmaztattak. Az A2058 és WM35 kulturakat az ATCC-t61 szereztiik be
(ATCC® CRL-1661™_ Manassas, VA, USA). A HT168M1, a HT199 ¢és az M35/01
sejtvonalakra Ladanyi Andrea (Orszagos Onkologiai Intézet, Budapest) szives segitségével
tettlink szert. A melanoma sejteket RPMI-1640 sejttenyészté médiumban (Sigma-Aldrich)
szaporitottuk. A tapfolyadékot 10% FBS-sel, 4,1 g/l gliikk6zzal, 2 mmol/L L-glutaminnal
(Gibco), penicillinnel (100 egység/ml) és streptomycinnel (100 pg/ml) egészitettiik ki.

A melanocyta és melanoma kultarakat 37°C-on, 5%-0s CO; és 80%-o0s paratartalom mellett
tenyésztettiik, megkozelitdleg 80%-os konfluencia eléréséig. A kisérletekhez sziikséges

pigmentsejt kulturdkat Dr. Hajdu Tibor tartotta fenn.

3.3. AzmRNS expresszio vizsgalata

3.3.1. RNSizolalas

A polimeraz lancreakci6 specifikus génszakaszok sokszorositdsat teszi lehetdvé megfeleld
primerekkel és egy hdstabil DNS-polimeraz enzim segitségével. Ha a modszert reverz
transzkripcioval kapcsoljuk 0ssze, azaz a sejtekben talalhaté messenger ribonukleinsavakat

(mRNS) komplementer DNS-sé (cDNY) irjuk at, akkor az adott pillanatban éppen kifejez6d6
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géneken végezhetiink el specifikus amplifikaciot (reverz transzkripciot kovetd polimeraz

lancreakcio /RT-PCRY/).

A Petri-csészékben tenyésztett kultirakat 4°C-os fiziologias NaCl-oldattal mostuk és TRIzol-
ban (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) oldottuk fel. Ezutan 20%-0s kloroform
(Sigma-Aldrich) hozzaadasat ko vetden a mintakat 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk 10000 x g-
n, majd a feliilisz6t 500 pul RNaz-mentes izopropanollal (Molar Chemicals, Halasztelek,
Hungary) inkubaltuk 1 6ran keresztiil, —20°C-on. Az izolalt total RNS-t nukledzmentes vizben
(Promega, Madison, WI, USA) feloldottuk és tisztasagat NanoDrop 1000 spektrofoto-
méteriinkkel (NanoDrop Technologies, Bio-Science, Magyarorszag) hataroztuk meg. Az RNS

izolalast Bironé Barna Krisztina végezte.

3.3.2. Reverz transzkripcio

A kinyert RNS-mintakbol High Capacity RT kit (Applied Biosystems) felhasznalasaval,
oligo(dT) primerek segitségével cDNS-eket irtunk. A reakcidhoz mintdnként 2 ug RN'S mintat
hasznaltunk. Az alkalmazott reakcioelegy a porcosodo kultarak esetében 1 x RT-pufferben
0,112 uM RT random (oligo(dT)) primert, 0,5 mM dezoxinukleotid trifoszfat (AINTP) mixet és
200 egység MultiScribe™ reverz transzkriptdz enzimet tartalmazott. A pigmentsejtek mintai
kapcsan 2 pl 10 x RT-pufferhez 2 pul 10 x RT random primert, 0,8 ul 25 x ANTP-t (100mM) és
50 egység MultiScribe™ reverz transzkriptazt adtunk a mixtarahoz. A ¢cDNS irdsa 2 6ran
keresztiil tértént 37°C-on egy programozhatd termosztatban (Labnet MultiGene™ 96-well
Gradient Thermal Cycler; Labnet International, Edison, NJ, USA).

3.3.3. Polimeraz lancreakcio

A specifikus cDNS-szekvenciak amplifikacioja olyan primer parok segitségével tortént,
amelyeket az interneten hozzaférhet6 human, illetve csirke nukleotid-szekvencidk alapjan
allitottunk elé (GenBank, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, online
elérhetéség: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A human primerek tervezése a Primer
Premier 5.0 szoftverrel (Premier Biosoft, Palo, Alto, CA, USA), mig a csirke primereké a
Primer BLAST web service-szel (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) tértént. A
Primer Premier 5.0-val tervezett primerek specificitasat in silico ellenériztiik a Primer BLAST

segitségével. A primereket ezt kovetden mindkét esetben az Integrated DNA Technologies
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cégtol (Coralville, IA, USA) rendeltiik meg. A PCR-reakcidkhoz hasznalt forward és reverse
primerek szekvencidit, a specifikus anellacios hdmérsékleti paramétereket és a varhatd

amplimer méreteketa 3.1 (csirke) és a 3.2 (human) tablazatok foglaljak dssze.

2 : q q 5 C0 Anellacio Ampli
Gén neve Primer Nukleotid szekvencia (5°—3°) GenBank ID h6lrlr$ér:gi(olset méglgelTb%)
sense AGG AGA GAG AGT CCAAGG CT
GluN1 (560-579)
NM_206979.1 56°C 307
(GRINI) antisense ACCGCCACT GCATCACTTAT
(866-847)
sense GCCACATGATTATTCACCTC
GIuNzA (2817-2836) XM_025155260.1 49°C 373
(GRIN2A) antisense CAG CCACAGGGTTTIC TAACT
(3189-3170)
sense AAA AGT TCC AGA AAC CCAA
luN2B 2791-2
Glu (2791-2809) NM_015289359.2 50°C 402
(GRIN2B) antisense TGT GAC AAATGC CAG TGA G
(3192-3174)
sense ACCCTGACCCATTIT TCCCG
GluN2C (5068-5087)
XM_025141838.1 50°C 303
(GRIN2C) antisense GAT TCC GGT CTC CAC GAA GG
(5370-5351)
sense GCA GCAATT ACCCGG CCA
GIluN2D (2090-2107)
XM _014262098 52°C 393
(GRIN2D) antisense CCAGCA GCATGT AGA ACA CCC
(2482-2462)
sense AGC CTGAAC TTGCTCTTATT
GlunsA (1271-1290) XM_001232181 52,5°C 484
(GRIN3A) antisense ACG GTG TCATTT CCTCCT
(1754-1737)
sense GGT GGA GCA TCCCTTCGT
GIluNsB (1309-1326) XM_015299990.2 57°C 177
(GRIN3B) antisense TAC CCATAG CAGCACTTCTTIGT
(1485-1464)
Sense TGG AAT GTG CTG CAAACAACC
(1692-1712)
SLC17A7 XM_015616358.1 54°C 169
antisense CGG CCGCTCCTTGTATTT AT
(1859-1840)
sense TCG GGA TCC GAT GTA ACTTGG
(459-479)
SLC17A6 XM_001168383.1 50°C 106
antisense TTC GCT TTA AGG GTT CCC ACC
(564-544)
sense GAG AAC GGG AAACTTGTC AT
(238-257) R
GAPDH NM_204305 54°C 556
antisense GGC AGG TCAGGT CAA CAA
(793-776)

3.1. tablazat: A csirkeeredetii porckultirak mintdin végzett PCR-reakciokban alkalmazott forward és
reverse primerek szekvencidi, a reakciok specifikus anellacios hdmérsékleti paraméterei és a varhato
amplimerek méretei.
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- - - o Anell Ampl
Gén neve Primer Nukleotid szekvencia (5°—3”) GenBank ID h 6nmeé r:g;((i:t m éTeF: el n(:)e;)
sense CCACGCTGA GTG ATG GGA CA
GluN1 (1568-1587)
(GRIN1) antisense | GGT ACT TGA AGG GCTTGG AAA A NM_007327.3 36,5°C 369
(1936-1915)
sense TGC CAC AAC GAG AAG AAC
GluN2A (2946-2963)
NM_001134407.2 57°C 192
(GRIN2A) antisense GAT GGA GAA GAG CAACCC -
(3137-3120)
Sense CAA GAG GCGTAA GCA GC
GluN2B (3413-3429)
. NM_000834.3 55°C 170
(GRIN2B) antisense CCAGGT AGA AGT CCCGTAG -
(3582-3564)
sense ACG TCCACGGCATIG TCT
GluN2C (676-693)
(GRIN2C) antisense GGATGT CAT TCC CATAAC CA NM_000835.4 61°C 296
(971-952)
sense TGG CAA GCACGG AAA GAA GATC
GluN2D (1618-1639)
(GRIN2D)  [atisense | TCCACG AAG GGG ACG GAG AAGT|  NM_000836.2 62,5°C 144
(1761-1740)
sense ACA CAA AAC CCA CTT CCA ACA TCC
GIuN3A (2107-2130)
NM_133445.2 58°C 316
(GRINSA) antisense TGC TCC ATA CTT TCC ATC CCC TAC
(2422-2399)
sense CGC AAG TGC TGC TAC GGC TAC
GluN3B (1436-1456)
antisense ACG GTG CGT CTG AAG AGG ATG NM_138690.2 61°C 479
(GRIN3B) (1914-1894)
sense CCAGAAGAC TGT GGA TGG CC
(740-759)
GAPDH °
NM_002046.5 54°C 411
antisense CTG TAG CCAAAT TCGTTG TC -
(1150-1131)

3.2. tablazat: A human melanocytak és melanoma sejtek mintain végzett PCR-reakciékban alkalmazott
forward és reverse primerek szekvenciai, a reakciok specifikus anellaciés homérsékleti paraméterei és a
varhaté amplimerek méretei.

Az egyenként 21 pl 6ssztérfogati PCR-reakcioelegyek az aldbbi 6sszetevoket tartalmaztak: 1-
1 ul sense €s antisense primer (10 uM), 0,5 ul ¢cDNS, 0,5 ul ANTP (200 uM), és 0,625 egység
(0,125 pl) Promega GoTaq® DNS-polimerdz enzim 1 x Green GoTaq® pufferben (Promega).

A DNS-szakaszok amplifikacidéjahoz egy programozhato termosztatot (Labnet International)
hasznaltunk. A csirke eredetli cDNS-ek amplifikacidja a kovetkezdk szerint ment végbe:
kezdeti denaturacié 90°C-on 1 percig, majd 30 ciklusban denaturacio, anellacié és extenzio
(denaturacid 90°C-on, 30 masodpercig, anellacid6 minden egyes primerre nézve specifikus
hoémérseékleti értéken, 30 masodpercig, illetve extenzid 72°C-on, 30 masodpercig), végiil
elongécid torténik 72°C-on, 5 percig. A human mintak reakcioi az alabbi paraméterek mellett

torténtek: kezdeti denaturdcio 95°C-on 2 percig, majd 35 ciklusban denaturacio, anellacio és
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extenzi6 (denaturacié 94°C-on, 1 percig, anellacid minden egyes primerre nézve specifikus
homérsékleti értéken, 1 percig, illetve extenzid 72°C-on, 1,5 percig), majd ezek utan elongicio

72°C-on, 10 percig.

A kapott PCR-termékeket etidium-bromidot és 1,5% agar6zt tartalmazé gélben horizontalisan
elektroforetizaltuk (120 V fesziiltség mellett). A reakcid eredményeit gél dokumentacios
rendszeriinkben (Fluorchem E, Protein Simple, San Jose, CA, USA) hivtuk eld. A kapott jelek
optikai denzitasainak (OD) szamszerisitését az Image] 1.8.0 112 verzidszamu
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) szamitdgépes program segitségével végeztiik. A primerek tervezéset,
a reverz transzkripciot, a PCR reakciokat és a géldokumentaciot Dr. Hajdu Tibor, Dr. Matta

Csaba és Dr. Juhdsz Tamas végezte.

3.4. Fehérjeexpresszios vizsgalatok
3.4.1. A mintak preparalasa

A fehérjeexpresszio vizsgalatat célzo western blot (wb) analizistinkhdz teljes sejtlizdtumokra
¢s szubcellularis frakciokra volt sziikségiink. Els6 1épésként a kiilonbdzo tenyésztési napokrol
szarmaz6 porcosodo kultirdkat, illetve a kelld konfluencia elérését kdvetden a melanocytikat
¢és a melanoma sejteket mostuk fizioldgias sdoldattal. A sejteket sejtkapard kanal segitségével
lekapartuk, Eppendorf csévekbe gytijtottiik és 2000 x g-n lecentrifugdltuk, majd ezt kovetden
100 pl Radio Immuno Precipitation Assay puffert adtunk a szuszpenziokhoz. Ez a
homogenizalo puffer 150 mM NaCl-ot, 1,0% NP40-et, 0,5% natrium dezoxikolatot, 50 mM
Trist, 0,1% natrium-dodecil-szulfatot (SDS) (pH 8,0) tartalmazott, melyet proteaz
inhibitorokkal (aprotinin /10 pg/ml/, 5 mM benzamidin, leupeptin /10 pg/ml/, tripszin inhibitor
/10 pg/ml/, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, 5 mM etilén-diamin-tetraecetsav, 1 mM etilén-
glikol-tetraecetsav, 8 mM Na-fluorid és 1 mM Na-ortovanadat) egészitettiink ki. Mindegyik
komponenst a Sigma Aldrich-t61 szereztiik be.

A mintapreparalasi 1épések ennél a pontndl annak fiiggvényében valtak el, hogy teljes
sejtlizatumokkal vagy frakcionalt mintdkkal kivantunk tovabb dolgozni. A teljes lizatumok
eléallitasahoz a fehérjéket ultrahangos szonikalassal tartuk fel jégen torténd hiités kozben.
A mintdkat 3 alkalommal, egyenként 30 mdasodpercig szonikdltuk (50-es ciklusszamot
alkalmazva) ultraszonikus homogenizatorral (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). A
frakcionalési 1épések, komplexitasukat tekintve, kiilon alfejezetben keriilnek bemutatasra. A

fehérjemintdakat Dr. Hajdu Tibor és Dr. Juhasz Tamas preparalta.
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3.4.2. Szubcellularis frakcionalas

A frakcionalas célja, hogy a sejtek kiilonb6z6 kompartmentjeit (pl. citoszol, membranok,
sejtmag) egymastol elvalasszuk és ezaltal lehetdvé valjon az egyes frakcidok egyedi vizsgalata.
A melanoma sejtek frakciondldsa sordn a citoszol €s a membran, illetve a sejtmag

kompartmenteket elvalasztasahoz kiilonbdzo protokollokat alkalmaztunk.

A cytosol és membran frakciok izolalasdhoz a mintakat eldszor szonikaltuk, majd 50000 x g
értéken centrifugaltuk 4°C-on, 90 percig. A citoszol frakcidkat tartalmazé feliiluszokat
kiilonvalasztottuk, mig az tiledékeket reszuszpendaltuk 60 pl 1%-o0s TritonX-100 (Reanal,
Budapest, Hungary) detergens-tartalmti Radio Immuno Precipitation Assay pufferben (proteaz
inhibitorokatis tartalmazotta fentiekben leirtak szerint) és ezutan amintakategy 6ran keresztiil
jégen trituraltuk. Ezt Gjabb centrifugalasi lépés kovette 50000 x g-n, 4°C-on, 55 percig, majd a
végeredményben kapott feliiluszokat dvatosan szeparaltuk, ugyanis ezek tartalmaztdk a

porcsejtek és melanoma sejtek membran frakcioit [151].

A sejtmag frakciok izolalasa az eldbbiektol eltérden, egy in. cukorgradiens alapjan tortént. A
kiindulasi sejtilledékeket 1 ml puffer-A-ban oldottuk be. A puffer-A 10 mM hidroexietil-
piperazin etanszulfonsavat, 1,5 mM MgCly-ot, 10 mM KCl-ot, 0,1 mM etilén-diamin-
tetraccetsavat, 0,1 mM etilén-glikol-tetraecetsavat és 1 mM ditiotreitolt, illetve a fentebb
leirtaknak megfeleld 6sszetételben proteaz inhibitorokat tartalmazott. Ezutdn a mintakat 50 pl
lgepal CA-630 (Sigma-Aldrich) hozzaadasat kovetéen Dounce homogenizatormral
szuszpendaltuk. A homogenizalast kovetden a mintakat 770 x g-n centrifugaltunk 4°C-on, 10
percig, majd az iiledékeket 1 ml 2,2 mM szacharoz-puffer-A oldatban reszuszpendaltuk. Ezt
egy masodik centrifugalasi 1épés kovette 40000 x g értéken, 4°C-on, 90 percig. A
végeredményben kapott iiledékeket tovabbi kétszer mostuk 0,25 mM szacharoz-puffer-A
oldattal, majd ugyanezen oldat 200 pl-es térfogataiba beoldottuk. A szubcellularis frakciokat
Dr. Hajdu Tibor és Dr. Juhdsz Tamas izoladlta.

3.4.3. SDS gélelektroforézis

A fentiekben leirt mdédon eldallitott sejtlizdtumokat és szepardlt szubcellularis frakcidkat
immunoblot technikaval elemeztiilk. A mintdk fehérjetartalmat modositott BCA probaval
(BCA™ Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. A teljes

¢s frakcionalt lizatumokhoz az SDS-gélelektroforézis elott Laemmli elektroforézis puffert
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adtunk, hogy az egységes koncentracioik dsszevethetdséget biztositsanak. A puffer 6sszetétele
a HD kultarakbol szarmazé mintak vizsgalatahoz: 10% SDS, 100 mM B-merkaptoetanol,
0,01% brémfenolkék, 20 mM Tris—HCl (pH 7,4). Ezutan 95°C-on, 5 percig forraltuk a
mintakat. A puffer 6sszetétele a pigmentsejtek vizsgalatdhoz: 4% SDS, 10% B-merkaptoetanol,
20% glicerol, 0,004% bromfenolkék, 0,125 mM Tris—HCI (pH 6,8). Ezutan 95°C-on, 10 percig

forraltuk a mintakat.

Az NMDAR alegységek detektdldsahoz a mintdinkat 7,5%-os akrilamid gélben
elektroforetizaltuk. A chondrogenicus sejtek,a melanocytak, illetve a melanoma sejtek esetében
50,40 illetve 10 pg fehérjéttartalmazottegy-egy elektroforetizalt minta. A szepardlastkdvetden
a mintakata Bio-Rad Trans-Blot Turbo system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
elektromos erdterének segitségével transzferaltuk nitrocellul6z membranokra (Bio-Rad Trans
Blot Turbo Midi Nitrocellulose Transfer Packs), melyeket sovany tejpor 5%-o0s PBS-oldataval
blokkoltuk 1 6ran keresztiil €s a 3.3. 1ll. 3.4. tablazatban felsorolt primer antitestek megfeleld,
blokkol6 oldatban tortént higitdsainak jelenlétében inkubaltuk egy éjszakén at, 4 °C-on.

Ezt kovetden a membranokat haromszor 10 percig PBST-ben (0,1% Tween-20-szal /Amresco
LLC, Solon, OH, USA/kiegészitett PBS) mostuk, majd a torma peroxiddz konjugalt szekunder
antitestek (anti-nyul vagy anti-egér IgG /Bio-Rad Laboratories/) 1:1500-as higitasaval
inkubaltuk szobahdmeérsékleten, 1 6ran keresztiil. Az antitesteket minden esetben 1% sovany
tejport tartalmazd PBS-ben oldottuk. Ezutan ismét haromszor 10 percig mostuk a
membranokat, majd az immunreaktiv savokat erdsitett kemilumineszcenciaval hivtuk eld a
gyarto utasitasai szerint (HD kultirdk kapcsan: Millipore, Billerica, MA, USA; pigmentsejtek
esetében: Advansta Inc., Menlo Park, CA, USA). A porcsejtek mintdin kapott
kemilumineszcens jeleket rontgenfilmeken ro gzitettiik, melyekrdl 8 -bites sziirke skalan kodolt
digitalis felvételeket készitettiink géldokumentacids rendszerbe integralt CCD kameraval
(DNR Bio-Imaging Systems Ltd. Jeruzsalem, Izrael). A pigmentsejtekhez tartozé jeleket
géldokumentacids rendszeriinkben (Fluorchem E, Protein Simple, San Jose, CA, USA)
rogzitettiik. A jelek OD értékeinek kvantifikalasat ImagelJ 1.8.0 112 freeware segitségével

végeztiik. A fehérjemintak wb analizisét Dr. Hajdu Tibor és Dr. Juhdsz Tamas végezte.

4



Antitest

Forras, klonalitas

Higitasi arany western

blothoz

Higitasi arany
immuncitokémia
reakciohoz

Forgalmazé, katalogus
szam

Anti-GluN1

nyul, poliklonalis

1:600

Cell Signaling Tech.,
Danvers, MA, USA
#4204

Anti-GluN1

nyul, monoklonalis

Cell Signaling Tech.,
Danvers, MA, USA
#5704S lot:2

Anti-GluN2A

nyul, poliklonalis

1:600

Abcam,
Cambridge, UK
ab14596

Anti-GluN2B

nyul, poliklonalis

1:600

Cell Signaling Tech.,
Danvers, MA, USA
#4207S lot:2

Anti-GluN3A

nyul, poliklonalis

1:200

Merck-Millipore,
Billerica, MA, USA
07-356

Anti-GluN3B

nyul, poliklonalis

1:200

Abcam,
Cambridge, UK
ab35677-100

Anti-GluN3B

nyul, poliklonalis

Alomone Labs,
Jeruzsalem, Izrael
AGC-031

Anti-VGLUT1/2

nyul, poliklonalis

1:500

Synaptic Systems,
Gottingen, Németorszag
135 503 lot:3

Anti-GAPDH

nyul, poliklonalis

1:1.500

Abcam,
Cambridge, UK
ah9485

Anti-B-actin

egér, monoklonalis

1:10.000

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA
A5441

3.3. tablazat: A HD porckultirakbdl szarmazé mintakon alkalmazott primer antitestek specifikacioi és

higitasi paramétereifehérjeexpresszios analizishez, illetveimmuncitokémiaireakciokhoz.

42



Antitest Forras, klonalitas Higitasi arany western Higitasi arany Forgalmazé, katalogus
blothoz immuncitokémia szam
reakciohoz

Cell Signaling Tech.,
Anti-GluN1 nyal, monoklonalis 1:250 1:50 Danvers, MA, USA
#5704S lot:2
Merck-Millipore,
Anti-GluN1-1a nyul, poliklonalis 1:200 1:50 Billerica, MA, USA
AB5046P
Cell Signaling Tech.,
Anti-GIuN2A nyul, poliklonalis 1:200 1:50 Danvers, MA, USA
#4205S lot:1
Cell Signaling Tech.,
Anti-GluN2B nyul, poliklonalis 1:200 - Danvers, MA, USA
#4207S lot:2
Alomone Labs,
Anti-GIuN3A nyul, poliklonalis 1:500 1:50 Jeruzsalem, Izrael
AGC-030
Alomone Labs,
Anti-GluN3B nyul, poliklonalis 1:250 1:50 Jeruzsalem, Izrael
AGC-031
Abcam,
Anti-TATABP egér, poliklonalis 1:500 - Cambridge, UK
ab51841
Abcam,
Anti-GAPDH nyul, poliklonalis 1:500 - Cambridge, UK
ab9485
Sigma-Aldrich,
Anti-B-actin egér, monoklonalis 1:10.000 - St. Louis, MO, USA
A5441

3.4. tablazat: A human melanocytiakbdl és melanoma sejtekbdl szarmazoé mintakon alkalmazott primer
antitestek specifikacioi és higitasi paraméterei fehérjeexpresszios analizishez, illetve immuncitokémiai

reakciékhoz.

3.5. Immuncitokémiai reakciok

Az NMDAR alegységek pontos szubcellularis lokalizacidjanak feltérképezéséhez
immuncitokémiai reakcidkat végeztiink. A reakciokhoz a porc- és pigmentsejteket iiveg
fed6lemezeken tenyésztettiik. A HD kulturakat a porcdifferenciacio 3. napjan Sainte-Marie
fixaloszerrel (99% etanol és 1% ecetsav elegye) fixaltuk 1 6ran keresztiil. Az optimalis
konfluencia elérését kovetben a melanocyta ¢és melanoma kultardkat 4%-0s
paraformaldehidben (Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA) fixaltuk 1 6ran keresztiil. Ezutan a
fixaloszer maradvanyait kimostuk, majd PBS-sel torténd oblitést kovetden blokkoltuk a
reakciok szempontjabol nem specifikus kétdhelyeket BSA (Amresco) 1%-0s PBS-oldataval 30
percig, 37°C-on.

Ezutan a kultirakat egy éjszakan keresztiil 4°C-on inkubaltuk az els6 primer antitesttel. Ez a

haromnapos HD kultarak esetében az anti-GluN1 (Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael)
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monoklondlis vagy az anti-GluN2B (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) polikonalis antitestek
voltak, mig a pigmentsejtek esetében az anti-GIuUN2A (Cell Signaling) vagy az anti-GluN3B
(Alomone Labs) poliklonalis antitestek voltak. Mindegyik antitestet nytlban termeltették és
1:50 aranyaban higitottuk PBST-ben.

A kisérlet masodik napjan haromszori PBS mosast kdvetden, kecskében termelt, biotinilalt,
anti-nyul szekunder antitesteket (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) pipettaztunk a
mintadkra. A biotinilalt antitesteket 1:1000 ardnyaban oldottuk PBST-ben, mellyel 2 6rén
keresztiil, szobahdmérsékleten inkubaltunk. Ezutan a mintakat ismét PBS-sel mostuk, majd
ujabb 4°C-os inkubécid kovetkezett a masodik primer antitesttel egy ¢jszakan keresztiil. Ezek
a HD kultarak esetében vagy az anti-GIUN2B, vagy az anti-GIuN3B antitestek voltak. A
pigmentsejtek reakcidinak masodik primer antitestei az egyik kisérleti felallasban (amikor az
els6 primer antitest az anti-GIuN3B antitest volt) vagy az anti-GIuN1 antitest, vagy az anti-
GIuN1-1a antitest volt, mig a masik kisérleti konstellacioban (amikor az els6 primer antitest az
anti-GluN2A antitest volt) vagy az anti-GluN1 antitest, vagy az anti-GIuN3B antitest volt
Mindegyik antitestet nyulban allitottdk elé. A masodik primer antitesteket a korabbiakhoz
hasonloan PBST-ben oldottuk 1:50 higitasi aranyban.

Végiil, a kisérletek harmadik napjan a PBS moséasokat kovetden a kecskében termelt biotinilalt
szekunder antitesteket Streptavidin Alexa Fluor 488 fluorokrom jelolt antitestekkel (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), miga masodik primer antitesteket Alexa Fluor
555 fluorokrém jelolt antitestekkel (Life Technologies) tettiik lathatova. Ezen antitesteket
1:1000 aranyaban oldottuk PBST-ben. A kultirakat Vectashield mounting mediummal (Vector
Laboratories, Peterborough, UK) fedtiik, mely a sejtmagi DNS jelolésére alkalmas DAPI-t is
tartalmazta. Az immuncitokémiai reakciokat harom fliggetlen kisérletben végeztik el és

mindegyik soran 5-5 latotérrol készitettiink fluoreszcens felvételeket.

Azimmuncitokémiaireakcidk soran alkalmazott antitestek paramétereita 3.3. és 3.4. tdblazatok
foglaljak 6ssze. A reakcidok sematikus attekintését a 3.1. dbra szolgalja. A HD kulturak és a

pigmentsejtek immuncitokémiai reakcioit Dr. Hajdu Tibor végezte.
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HD kultdrik Pigmentsejtek

1. primer antitest 1. primer antitest
\ \
1. primer antitest + lhollnllalt székunder Vprlmer antlteqt + blotlmlalt szekundn,r

o ) ] ot Comtlin [ e[ oo™
2. primer antitest 2. primer antitest
Streptavidin Streptavidin
3. nap Alexa Fluor 555 Alexa Fluor 555

fluorokrém jeldlt antitestek fluorokrém jel6lt antitestek

3.1.abra: Az immuncitokémiai reakciok sémas attekintése. A high density (HD) kulturak és a pigmentsejtek
immuncitokémiai reakcioi esetében a kisérlet els napjan az elsé primer antitesttel inkubalunk (az antitesteket
reprezentalo buborékok kozti perjel va gylagossagot jelent). Tekintettel arra, hogy azanti-GluN1, azanti-GluN2A,
az anti-GluN2B és az anti-GluN3B is nyulban el6allitott antitest, ezért a masodik napon biotinnal jelolt anti-nytl
antitesteket adtunk a mintdinkhoz, majd ezt ko vetden inkubaltunk a masodik primer antitestekkel. A reakcio
harmadik napjan a biotinnal jelolt szekunder antitesteket Streptavidin Alexa Fluor 488, miga masodik primer
antitesteket Alexa Fluor 555 fluorokrom jelolt antitestekkel vizualizaltuk.

3.6. Konfokalis mikroszkdpia

Az NMDAR alegységek pontos lokalizacidinak ¢€s esetleges kolokalizacidinak vizsgalatdhoz
fluoreszcens képeket rogzitettiink az Olympus FV3000 konfokalis mikroszkép (Olympus
Corporation, Tokid, Japan) segitségével. A felvételek elkészitéséhez 60 x nagyitasi PlanApo
N olaj-immerziés objektivet (NA: 1,42) alkalmaztunk. A fluoreszcens képekhez hasznalt
gerjesztési 1ézersugarak 488 és 555 nm hulldmhosszusaghiak voltak. A z-tengely mentén
készitett sorozatfelvételek optikai szeletvastagsaga 1 pm-es volt. A felvételek rogzitésekor
keriiltik annak a lehet6ségét, hogy az immunpozitiv foltokat jelold pixelek tultelitettek
legyenek. Eredményeink digitalis rogzitéséhez az FV31S-SW szoftvert (Olympus Corporation)
hasznaltuk. A fluoreszcens képek Gsszevetitése a program segitségével késziilt. A felvételeken
képszerkeszté programok altalimodositas nem tortént. 4 konfokalis mikroszkdpiai analizist Dr.

Juhadsz Tamas végezte.

3.7. Szekretalt glutamat koncentracio meghatarozasa

A chondrogenicus sejtek altal a sejttenyészté médiumbafelszabaditott glutamatkoncentraciojat

a Glutamine/Glutamate Determination Kit (Sigma-Aldrich) segitségével hataroztuk meg. A
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méréseket a gyarté utmutatasainak megfelelden végeztiik. A kiindulasi sejtszuszpenzidobol 5 x
100 pl-t cseppentettiink Petri csészékbe, majd a porcfejlédés kiilonb6z6 napjain 4 x 200 ul
tapoldatot tavolitottunk el a kultirdkrél, amiben megvizsgaltuk a szekretdlt glutamat
mennyiségét. A hattér emissziot vak mintak (steril viz €¢s Ham’s F12 médium) segitségével
hataroztuk meg. Az abszorbanciat 340 nm-en detektaltuk microplate olvasonkkal (Chameleon,
Hidex, Turku, Finnorszag). A méréseket 3 fliggetlen kisérletben végeztiikk4 parhuzamos mintan
a porcfejlédés minden egyes napjan. 4 HD kulturdk szekretdlt glutamat koncentracioinak

meghatarozasat Dr. Juhasz Tamas végezte.

3.8. Farmakolégiai kezelések és funkcionalis vizsgalatok porcosodo sejteken

3.8.1. Alkalmazott farmakonok

Az NMDAR-okhoz kothetd lehetséges funkciokat kiilonféle kezeldanyagok igénybevételével
az alegységek aktivitasdnak befolyasolasan keresztiil vizsgaltuk. Ezen kezel6anyagok kozé
tartozott az NMDAR-ok mesterséges agonistaja, az NMDA, a GluN1 és GluN3 alegységekhez
koagonistaként kotddni képes glicin, a GluN1 alegységek glicin-kotéhelyének kompetitiv
antagonistaja, a DCKA, a GIluN2B alegységek gatloszere, az ifenprodil, illetve a glicin
receptorok (GlyR) specifikus antagonistaja, a sztrichnin. A farmakonokat az alabbi
koncentraciokban alkalmaztuk: 20 pM NMDA (Sigma-Aldrich; torzsoldat 20 mM steril vizben
oldva); 10 uM glicin (Amresco; torzsoldat 10 mM steril vizben oldva); 10 uM DCKA (5,7-
diklorokinurénsav; Tocris Bioscience, Ellisville, MI, USA; torzsoldat 10 mM dimetil-
szulfoxidban oldva); 20 uM ifenprodil (Sigma-Aldrich; torzsoldat 20 mM steril vizben oldva);
5 uM sztrichnin (Sigma-Aldrich; torzsoldat 5 mM etanolban oldva).

Az NMDA-t, a DCKA-t, az ifenprodilt és a sztrichnint folyamatosan alkalmaztuk porcosodd
kultardinkon az izolalas napjatol (0. nap) kezdve. A glicint egyrészt az elsé naptdl kezdve,
masrészt a porcfejlodés 2. és 3. napjan 2x4 6rdn keresztiil kaptak a kultardk. A funkcionalis
vizsgalatokhoz a porcsejteket 96-lyuku plate-ekben és kis méretii Petri-csészékben
tenyésztettiik (Eppendorf). Az oldoszeres kontroll (OK) kultirakat megfelelé mennyiségi
oldoszerrel (viz, etanol, dimetil-szulfoxid) kezeltik. 4 HD kulturak NMDAR-ainak

farmakologiai kezelését Dr. Hajdu Tibor és Dr. Juhdsz Tamds végezte.
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3.8.2. A metabolikus aktivitas (életképesség) vizsgalata

A sejtek metabolikus aktivitasanak (vagy életképességének) vizsgalatahoz MTT-assay-t
hasznaltunk. Az assay lényege, hogy az ¢l6 sejtek mitokondridlis reduktadzainak aktivitasat
kolorimetridsan meghatarozzuk és ebbdl kovetkeztetliink a metabolikus aktivitasra (vagy az Un.
¢letképességre) [152]. Bizonyos megkozelitések a modszert a sejtosztodas kdvetésére is
alkalmasnak itélik, 1évén az osztddés fokozddasaval keletkezd tobb sejt nagyobb metabolikus
aktivitastprodukal, és vice versa. Sajatlaboratdriumitapasztalataink azonban mas sejtosztodast
vizsgald modszerek és az MTT-assay kozottnem minden esetben taldltak aranyos 6sszefliggést,
ezért mi a proliferacio kovetésére kiillon modszert alkalmaztunk és az MTT-assay-vel csak a

metabolikus aktivitast (életképességet) vizsgaltuk.

Az MTT-assay soran egy sarga szini tetrazolium s6, az MTT oldatat (3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-
2,5-difeniltetrazolium bromid; VWR International, Debrecen, Hungary) adtuk a kultrainkhoz
(MTT-oldat: 5 mg MTT/1 ml PBS). Ezutan 2 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket 37°C-on, ami
alatt a mitokondrialis enzimekaz MTT-t lila szinfi, oldhatatlan formazankristalyokka alakitjak.
A csapadékot 500 ul MTT szolubilizald oldat segitségével oldhatova tessziik, ami a teljesen lila
szinlivé valo oldat OD-janak vizsgalatat teszi lehet6vé (az MTT szolubilizalo oldat 90%-ban
izopropanolbol (Molar Chemicals) és 10%-ban TritonX-100-bol (Reanal) 41l). Az abszorbancia
meghatarozasat 570 nm-en végeztiik microplate olvasé spektrofotométeriinkon (Chameleon).
A kisérleti csoportok OD értékeit az oldoszeres kontrollra normalizaltuk és szazalékos valtozas
forméjaban tiintettliik fel. Az életképesség vizsgalatat Dr. Hajdu Tibor és Dr. Juhasz Tamas

végezte.

3.8.3. A sejtosztodas vizsgalata

A sejtek osztodasi ratajat a radioaktiv tricialt timidinnek (3H-timidin) az 0szt6do sejtek DNS-
timidint tartalmazé médiumot adtunk a sejtkultirainkhoz (185 GBq/mM metil-3H-timidin

oldatbol kihigitva; Amersham Biosciences, Budapest, Magyarorszag).

Az inkorporacios assay-hez a porcsejteket szcintillacios plate-ekben (Wallac, PerkinElmer Life
and Analytical Sciences, Shelton, CT, USA) tenyésztettiik. A sejtek a 3H-timidint tartalmazo
médiumot a differenciacié 3. (vagy 10.) napjan kaptak meg az NMDAR agonistakkal és

antagonistakkal vald kezeléseket kovetéen. A 3H-timidinnel valo 16 6ras inkubacio utan a
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kultrdkat PBS-sel mostuk és a fehérjéket 5%-os triklorecetsav (Acros Organics, Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) jéghideg oldataval precipitaltuk. Ezutan a plate-eket két hétig
szaritottuk, majd a mintdk radioaktivitdsat folyadékszcintillacids lizemmodban hasznalt
microplate olvasonk (Chameleon, Hidex) segitségével hataroztuk meg. Minden kisérleti
csoport 10 mintabol alltés a kisérletetharomszorismételtiik. A kisérleti csoportok szcintillacios
értékeit az olddszeres kontrollra normalizaltuk és szazalékos valtozas forméjaban tiintettiik fel.

A sejtosztodas vizsgalatat Dr. Hajdu Tibor és Dr. Juhdsz Tamas végezte.

3.8.4. A porcmatrix termelés analizise

Az érett porcra jellemzé ECM a tenyésztés harmadik napjatdl kezd megjelenni, igy a termelt
vizsgalathoz metakromdzias festékeket, mint példdul a dimetil-metilénkéket (DMMK; Aldrich,
Németorszag) ¢s a toluidinkéket (TK; Reanal) alkalmaztuk.

Az ECM kvalitativ analiziséhez 24-lyuku plate-ekbe helyezett kerek, tiveg fed6lemezeken
(Menzel-Glaser) tenyésztettilk a HD kultarakat, a kiilonb6z6 kezelési csoportok kisérleti
elrendezésének megfeleléen. A porcfejlddés hatodik és tizedik napjan a tenyészeteket
alkohol:formalin 4:1 aranyt elegyével fixaltuk és 3%-0s ecetsavban (pH 1,8) oldott 1%-0s
DMMK-val festettiik [102]. Az alacsony pH-n torténd festés soran kizarédlag a szulfatcsoportok
disszocialnak, igy az egyéb polianionok (pl. nukleinsavak) nem kdtik meg a festéket. A festett
kulturak metakromatikusan festddott porcnodulusairol a Nikon Eclipse ES00 mikroszkophoz
(Nikon, Tokid, Japan) csatlakoztatott Spot Advanced kamera segitségével készitettiink
felvételeket.

A porcmatrix szulfatalt komponenseinek mennyiségi meghatdrozdsa szemikvantitativ
megkozelitéssel, TK metakromazias festék alkalmazasatkovetdentortént. A 6-napos kulturakat
Kahle-féle fixaloval (28% etanol, 4% formalin és 2% jégecet) fixaltuk, majd glicin-HCI
pufferben (pH 1,8) oldott 0,1%-0s TK-oldattal festettik 5 percig. A nem kotodot
festékmolekulakat glicin-HCI pufferben torténd féloras mosas révén tavolitottuk el. Az erGsen
szulfatalt PG-khez és GAG-okhoz kotddott festékmolekulakat 8% HCI abszolut etanolos
oldataval tavolitottuk el, majd a mintak festéktartalmat fotometrias modszerrel, 625 nm-en
torténd leolvasassal hataroztuk meg microplate reader (Chameleon, Hidex, Turku, Finland)
segitségével. A mdodszereredményekénta f6 ECM komponensek mennyisége az OD érték ekkel

aranyosnak mutatkozik [102]. Az OD-kat 3 kiilonboz6 kisérlet mindegyik kisérleti csoportjanak
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3-3 kiilonb6zo bioldgiai mintajaban megvizsgaltuk. 4 metakromatikus festéseket és azok

ertékelését Birone Barna Krisztina, Dr. Matta Csaba és Dr. Juhdsz Tamas végezte.

3.8.5. A citoszolikus Ca?*-koncentracié és Ca?*-tranziensek vizsgalata

Méréseinket a Ca?*-dependens fluoreszcens festék, a Fura-2 hasznalataval végeztiik 30 mm-es,
kerek, iiveg fed6lemezeken (Menzel-Gldser) tenyésztett HD kulturakon a porcfejlédés elso,
masodik és harmadik napjan [70]. A Fura-2-vel toltott sejteket invertalt fluoreszcens
mikroszkop (Diaphot, Nikon, Kowasaki, Japan) alatt vizsgiltuk 40 x olajimmerzios
objektivvel. A méréseket kettds hullimhossziisagh monokrométor berendezéssel (Delta Scan,

Photon Technologies International, Lawrenceville, KY, USA) perfuzidos kamraban

s

mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM hidroexietil-piperazin
etanszulfonsav, 1 g/L gliikkoz; pH: 7,4) végeztiik. A gerjesztd hullamhosszusagot340 ¢s 380 nm
kozott, 50 Hz frekvenciaval valtoztattuk €s az emittalt fényt 510 nm-en detektaltuk. Az adatok
kinyerési frekvencidja 10 Hz volt. Az emittalt fluoreszcencia-intenzitasok hanyadosait
valtakozo hullimhosszokon torténd gerjesztést kovetden (F340/F380) mértiik. Vizsgalataink
soran a teszt oldatot (20 uM NMDA Tyrode-oldatban oldva), illetve a Ca2*-mentes Tyrode-
oldatot (5 mM etilén-glikol-tetraecetsavat tartalmaz CacCl, nélkiil) kozvetleniil a sejteken
alkalmaztuk egy 250 pm bels6 atmérdji perfuzios kapillarison keresztiil (Perfusion Pencil™,;
AutoMate Scientific, San Francisco, CA, USA) 1,5 ul/s aramlasi rata mellett ¢és lokalis
perflzios rendszert hasznalva (Valve Bank™ 8 version 2.0, AutoMate Scientific). A Ca2*-

tranzienseket 3 kiilonb6z0 kisérletben mértiik.

A spontan Ca?*-tranzienseket az LSM 510 META 1ézer pasztazo konfokalis mikroszkoppal
(Zeiss, Oberkochen, Németorszag) vizsgaltuk. Mindegyik mérés szobahdmérsékleten tortént.
Roviden a kisérlet 1ényege az aldbbi. A kétnapos kultaradkat 30 percig 37°C-on inkubaltuk 10
rogzitettik. A 20 uM-os NMDA ¢és a 20 uM-os ifenprodil teszt oldatat Tyrode-oldatbol
allitottuk eld. A line-scan képek rogzitését a kultirakon torténd oldatcserét kovetden azonnal
megkezdtiik. A mérések soran csupan azokat a sejteket vizsgaltuk, melyek Ca2*-oszcillaciokat
mutattak, a tobbi sejttel nem foglalkoztunk. A line-scan felvételeket 0,8 ms/vonal és 512
pixel/vonal paraméterekkel rogzitettiikk 7 ms-os intervallumokban, 6sszességében 8192 vonalat

rogzitve 63 x vizimmerzios objektivval. A méréseket 3 fiiggetlen kisérletben ismételtiik meg.
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A felvételek analiziséta DE AOK Elettani Intézetében kifejlesztett automata esemény detektald
szoftver segitségével végeztiik el. A detektalt spontan tranziensek maximalis amplitud6janak
felénél mért idét a Prism (Graphpad Software, Inc.) 8.0.1. verzidjanak segitségével kalkulalva
tudtuk meghatarozni. A P<0,05 esetén tapasztalt kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak
tekintettliik. A box plot diagram az individualis adatokat (pottyok), az atlagokat, a szérasokat,
illetve a 25. és 75. percentiliseket tiinteti fel. A chondrogenicus sejtek szabad, citoszolikus
Ca?*-koncentracionak, illetve spontan Ca?*-oszcillacioinak vizsgalatat Dr. Fodor Janos és Dr.

Matta Csaba végezte.

3.9. Statisztikai analizis

A bemutatott reprezentativ adatok minden esetben legalabb harom parhuzamos kisérlet koziil
mutatjak a jellemz6 valtozasokat. A szdmadatok atlagértékek + standard hiba (SEM). A
statisztikai elemzést a wb-ok, illetve az ¢letképesség, az osztodoképesség s a metakromazias
porcteriiletek vizsgalata soran Student-féle paratlan kétvégl t-teszttel, majd ezt kovetden
Dunnett-féle probaval végeztiik (*P<0,05). A spontan Ca2*-események hosszanak statisztikai
eloszlasat NMDA-val torténd kezelést kovetden x2, valamint Mann-Whitney teszttel végeztiik.

A statisztikai analizist Prof. Dr. Panyi Gyorgy és Dr. Juhasz Tamds végezte.
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4. Eredmények

4.1. NMDAR-ok vizsgalata chondrogenicus sejtekben

4.1.1. A differencialodo porcsejtek NMDAR alegységeket expresszalnak

A csirke GIuN1 (GRIN1), GIuN2A (GRIN2A), GIuN2B (GRIN2B), GIuN2C (GRIN2C),
GIuN2D (GRIN2D), GIuN3A (GRIN3A) és GIuN3B (GRIN3B) NMDAR alegységek mRNS-
einek expressziojat RT-PCR-rel vizsgaltuk nagy stirtiségili, porcosodo kulturainkban. Az RT-
PCR-rel kapott eredmények a GluN1, GIluN2A, GluN2B, GIluN3A ¢és GluN3B NMDAR
alegységek mRNS-einek meglétét igazoltdk a chondrogenicus mesenchymalis sejtek
valamennyi fejlédési stadiumaban (4.1. dbra). A kivételt a GluN2C és GluN2D alegységek
képezték, melyek expresszidjat nem tudtuk detektdlni mintdinkban. A gliceraldehid-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) mRNS-expresszidja a reakciok belsé kontrolljaként szolgalt.

Tenyésztési napok
0. 1. 2. 3. 4. 6.

e DD -
556 bp
GRIN1
sorpp D - ——

o 11 1 1 1

GRIN2B

402 bp --=--=

oy - e

IV e e D

4.1. abra: N-metil-D-aszpartat receptor alegységek mRNS-expresszios profilja csirke eredetii, porcosodo
HD kultarakban. Az mRNS-expressziok vizsgalata a teljes tenyésztési periodust (0-6. nap) felolelte (minden
tenyésztési nap esetében n=3). A reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakciok a GluN1 (GRIN1), a
GIuN2A (GRIN2A),a GIuN2B (GRIN2B), a GIuUN3A (GRIN3A) és GluN3B (GRIN3B) alegységek kifejezddését
bizonyitottdk. A GIluN2C (GRIN2C) és a GluN2D (GRIN2D) expresszidjat nem detektaltuk. A reakcid belsd
kontrolljaa gliceraldehid-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) mRNS-expresszioja volt. Ez a reprezentativ felvétel az
egyike annaka 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazo gélképnek, melyek hasonld expresszios profilt mutattak.
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Az RT-PCR-rel igazolt alegységek fehérje-szintii megjelenését wb-tal ellendriztiik. A
vizsgalatot két 1épésben kozelitettiik meg: egyrészt teljes sejtlizaitumokon, méasrészt membran
frakcidkon vizsgaltuk megaz NMDAR alegységek jelenlétét (4.2. abra). A teljes lizatumokban
a GluN1 alegység szintje fokozatosan csokkent a chondrogenesis soran, mig a GIuN2A
alegységkifejezddésea kulturak érett stddiumaban hirtelencsdkkentle. A GluN2B expresszidja
ezzel szemben a masodik €s harmadik fejlédési napokon ért el kiugr6 értékeket, amikoris a
porcra jellemzé ECM-termelésben részt vevé chondroblastok megjelennek. A GIuN3A a
harmadik differencidciés naptol mutatott er6s6dd kemilumineszcens jeleket, miga GluN3B a

teljes tenyésztési idoszakban valtozatlan modon kifejezdd ott.
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4.2. abra: N-metil-D-aszpartat receptor alegységek fehérjeexpresszioja chondrogenicus sejtek teljes
lizatumaban. A protein-expressziok vizsgalata a teljes tenyésztési periodust (0-6. nap) felolelte (n=3 minden
tenyésztésinap esetében). A teljes lizatumokon végzett western blotok a GluN1,a GluN2 A, a GluN2B, a GluN3A
és GluN3B alegységek protein szintii jelenlétét igazoltak. A vizsgalat belsé kontrollja a gliceraldehid-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) fehérjeexpresszidja volt. Mindegyik vizsgalt fehérje esetében Osszegyljtottik 3
parhuzamos kisérlet vonatkoz6 kemilumineszcens sa vjainak optikai denzitas (OD) értékeit, amelyek atlagértékeit
oszlopdiagramokon abrazoltuk (+ SEM) és mellékeltiik hozza az egyik kisérlet eredményeinek reprezentativ
felvételét. Ez a reprezentativ felvétel az egyike annak a 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazdonak, melyek hasonlo
expresszids profilt mutattak. Az OD értékeket az adott napi belsdé kontroll értékeire, majd a 0. napi kultirdk
értékeire normalizalva dbrazoltuk. Az adott napi fehérjeexpresszios értékek OD-it minden esetben az el6z6 napi
értékekhez viszonyitottuk és a szignifikins valtozasokat csilla ggaljeloltik (* P<0,05).
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A HD kultarakbolizolaltmembran frakciokonugyanezenantitestekkel végeztiink wb -analizist.
A blotokon lathaté sdvok a membranokba transzlokaloddé GluN alegységeket hivatottak
reprezentdlni (4.3. dbra). A porcsejtek membran frakciojaban a GluN1, a GluN2B, a GluN3A
¢s a GluN3B alegységek kifejezddését detektaltuk. A GluN1 expresszidja egy fokozatosan
emelkedd trendet kovetett, mig a GIuN2B és GIuN3B alegységek a fejloédés masodik napjan
mutattak szignifikdnsan intenzivebb jeleket. A GluN3A alegység membran-jelenlétét csak a
fejlddési periddus 6. napjanak végén tudtuk detektalni. A GluN2A esetében egyik fejlodési

napon sem ¢szleltiink kemilumineszcens jeleket, a negativ eredményt nem tiintettiik fel a 4.3.

abran.
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4.3. abra: N-metil-D-aszpartat receptor alegységek fehérjeexpresszioja chondrogenicus sejtek membran
frakcidjaban. A protein expressziok vizsgalata a teljes tenyésztési periodust (0-6. nap) feldlelte (n=3 minden
tenyésztésinap esetében). Az izolalt membran frakcidkon végzett western blotok a GluN1, a GluN2B, a GluN3A
¢s GluN3B alegységek jelenlétét igazoltak. A GluN2 A expressziojat nem detektaltuk a membran frakciokban. A
vizsgalat bels6 kontrollja a gliceraldehid-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) fehérjeexpresszidja volt. Mindegyik
vizsgalt fehérje esetében dsszegyijtottiik 3 parhuzamos kisérlet vonatkozé kemilumineszcens savjainak optikai
denzitas (OD) értékeit, amelyek atlagértékeit oszlopdiagramokon abrazoltunk (= SEM) és mell¢keltiik hozza az
egyik kisérlet eredményeinek reprezentativ felvételét. Ez a reprezentativ felvétel az egyike, annak a 3 fiiggetlen
kisérletnek, melyek hasonld expresszios profilt mutattak. Az OD értékeket a 0. napi kulturdk értékeie
normalizalva abrazoltuk. Az adottnapi fehérjeexpresszios értékek OD-it minden esetben az eldz6 napi értékekhez
viszonyitottuk és a szignifikans valtozasokat csilla ggal jeloltitk (* P<0,05).
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4.1.2. A porcfejlodés kritikus napjan az alegységek lokalizacioi

csatornaformalast sejtetnek

A HD kultarak differencialodo sejtjeiben azonositott GluN1, GluN2B ¢és GluN3B alegységek
pontos szubcellularis elhelyezkedését és ioncsatorna-formaldst sejtetdé potencidlis
kolokalizacidjat immuncitokémiai reakcidokkal vizsgaltuk meg. Mivel a porcdifferenciacio 3.
napjan kulcsfontossagu valtozasok kovetkeznek be a sejttenyészetekben, ezért kisérleteinkhez
3 napos kultarédkat hasznaltunk. A konfokalis mikroszkoppal készitett felvételeken lathato,
hogy a GIuN1 alegységa GluN2B ¢és GluN3B alegységekkel is kolokalizal (4.4. abra). Mivel
harmas immuncitokémiai jelolést technikailag nem tudtunk kivitelezni az antitestekkel, ezért
kovetkezd lépésként csak az anti-GluN2B ¢és anti-GluN3B antitesteket alkalmaztuk k6zos
reakcioban. A kisérlet eredményei szerint a GluN2B alegységek immunfluoreszcens jelei
kolokalizaciot mutatnak a GluN3B alegységgel. Mivel a membran frakcidkon végzett wb
eredmények a GIuN2A teljes hianyat és a GluN3A korai porcfejlédési idészakban mutatott
elenyészd expresszidjat jelezték, ezért ezeket az alegységeket a potencidlis, membran
lokalizacioju NMDAR heteromerek kialakitdsaban nem vettiik szamitasba és elvetettiik az

immuncitokémiai reakciokkal valod vizsgalatukat.

4.4. dbra: A GluN1, GluN2B és GIluN3B alegységek intracellularis lokalizacidja és eloszlisa 3 napos
porckultirakban. A konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeken a GluN1 alegység (pirossal jelolve)
expresszidjat, valamint GluN2B vagy GluN3B alegységgel (mindkett6 zolddel jelolve) vald kolokalizaciojat
(sarga pottyok) azonositottuk a differencialodd porcsejtekben. Egy masik kisérleti felallasban vizsgalva az
alegységek szubcellularis expresszios mintazatatlathatd, hogy a GluN2B (pirossaljelolve) és a GluN3Balegység
(zolddel jelolve) sarga szinli immunfluoreszcens jelei kolokalizalnak. A jelek szubcellularis eloszlsanak
demonstralasahoz azt az 1 pm-es optikai szeletet valasztottuk ki, amely a latotérben 1€vo sejtek tobbségén
keresztiilhalad. A bemutatott mikrofotok a 3-3 fiiggetlen kisérlet eredményeit jo1 reprezentald felvételek. A 3
fliggetlen vizsgalatban egybecsengd immunpozitivitast és kolkalizacios mintdzatot lattunk. Mindegyik panelen
inzertben kiemeltiink néhany reprezentativ sejtet. A lépték 20 pm-es.
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4.1.3. A chondrogenicus sejtek glutamatot termelnek

crer

voltunk kivancsiak, hogy vajon a porcosodé mesenchymalis sejtek képesek-e glutamatot
szekretalni a sejttenyészté médiumba. A HD kulturak feliiliszojadban minden tenyésztési napon
nagyobb glutamat koncentraciot figyeltiink meg a sejtmentes tapoldathoz viszonyitva, ami a
sejtek spontan endogén glutamat felszabaditasara utal. A kolorimetrias glutamin/glutamat szint
meghatarozé assay 0,2—1,1 nmol/ml szekretalt glutamat koncentraciot allapitott meg a
tapoldatokban (4.5. abra). A glutamatszekrécid6 kapcsan RT-PCR ¢és wb vizsgéalatok
megerdsitették, hogy a porcsejtek a vezikularis glutamat transzporter 1-et és 2-t (VGLUTL,

VGLUT?2) expresszaljak a chondrogenesis soran.

A. Glutamat koncentracié meghatarozasa B. RT-PCR Tenyésztési napok
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4.5. abra: A chondrogenicus sejtek glutamatszekrécidja, valamint a folyamatban részt vevé vezikularis
glutamat transzporter 1/2 (VGLUT1/2) expresszidja. A. Kolorimetrids assay altal meghatarozott glutamat
koncentracidk a sejttenyészté médiumban a chondrogenesis soran. A csillagokkal jelolt napokon statisztikailag
szignifikans (*P<0,05) kiilonbségeket talaltunk a differencialodd porcsejtek altal szekretalt glutamat
mennyiségében az el6z6 napi értékhez képest. A méréseket4 parhuzamos mintdn végeztiik a porcfejlédés minden
napjan. B. Az SLC17A7-r61 (a VGLUT1 génje) és az SLC17A6-r6l (a VGLUT2 génje) irddo mRNS-ek
expresszios profilja csirke eredetiit HD kultirak valamennyi fejlodési stadiumaban, reverz transzkripciot koveto
polimeraz lancreakciokkal demonstralva. C. A VGLUT1 és 2 fehérjeexpresszios profilja a chondrogenesis soran
teljes sejtlizatumokban. Ez a reprezentativ felvétel az egyike annak a 3 filiggetlen kisérletnek, melyek hasonld
expresszios profilt mutattak. Az optikai denzitas (OD) értékeket a 0. napi kultardk értékeire normalizalva
abrazoltuk. Az adottnapi fehérjeexpresszios értékek OD-it minden esetben azeldzd napi értékekhez viszonyitottuk
és a szignifikans valtozasokat csilla ggaljeloltik (* P<0,05).

4.1.4. AzNMDAR-ok farmakologiai modulalasa valtozatos hatasokat okoz

Abban az esteben, amikor a tenyésztés elsé napjatol kezdve folyamatosan 20 pM NMDA -t
adagoltunk a porcosodo kultirakhoz, akkor a metakromatikus matrix termelése a kontrollhoz

képest még a 6. napon is valtozatlan volt. Mivel az NMDA 6nmagaban (20 uM) nem volt
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hatdssal a chondrogenesisre, ezért az elsé tenyésztési naptol glicint is adagoltunk 6nmagaban
(10 uM), illetve az NMDA-val kombinalva is. Mig a glicin szignifikdnsan fokozta a
metakromatikus matrix termelését, addig a glicin és az NMDA egyiittesen képtelen volt a 6.
tenyésztési napra érdemben valtoztatni a porcmatrix mennyiségén a kontrollhoz képest. Annak
céljabol, hogy a glicin hatdsait mas receptorokon is megvizsgaljuk az NMDAR mellett/helyett,
5 uM koncentraciobansztrichnintadtunk a sejtkultarainkhoz. A sztrichnin a GlyR-ok hatékony
gatloszere. Ez a farmakon 6nmagaban lecsdkkentette a porcmatrix termelését, glicinnel valo
egylittes alkalmazésa viszont a kontrollhoz képest valtozatlanul hagyta a matrixképzddést (4.6.
abra). Ez a kombinacié tgy gondoljuk, hogy a glicin NMDAR-kon kifejtett hatasat

demonstralja.

Amennyiben a GluN1 alegység glicin kdtdhelyének kompetitiv antagonistajat,a DCKA-t (10
uM) alkalmaztuk a porcdifferenciacio elsd napjatdl kezdve, igy a metakromatikus porcmatrix
termelddésének szignifikans novekedését tapasztaltuk. Ezzel ellentétben az ifenprodil 20 uM-

os alkalmazasa szinte teljesen meggatolta a porcképzddést (4.6. abra).

. Kontroll
(ODgp5=100%)

Glicin NMDA + glicin "~ Satrichnin Glicin + sztrichnin
(ODgps=143%") (ODgys=95%) (ODgp5=85%*) (ODgys=104%)

4.6.abra: Az N-metil-D-aszpartatreceptorok farmakologiai befoly asolasanak hatasai a fejlédo porcsejtek
extracelluliris matrix (ECM) termelésére. A hatnapos high density (HD) kulturak metakromatikus porcmatrix
teriileteit 3%-0s ecetsavban (pH: 1,8) oldott dimetil-metilénkék (DMMK) festéssel vizualizaltuk. A
metakromatikus (lila szinil) struktardk a porc nodulusokat és a glilkdzaminoglikdnokban gazdag ECM-et
reprezentaljak. A 625 nm-en mért optikai denzitdsokat (ODs2s) toluidinkékkel (TK) festett, hatnapos kultirak
abszolut alkohol 8%-0s HCl-oldata altal kioldott feliiliszdiban hataroztuk meg. Ez a reprezentativ eredménysor
azegyike azon 3 fiiggetlen kisérleteredményeinek, melyek hasonlo DMMK - és TK-festédést mutattak. Az ODexs
értékek oldoszeres kontrollokhoz viszonyitott statisztikailag relevans kiilonbségeit csillaggal jelsltik (¥ P<0,05).
Az eredetinagyitas 2 %, a 1épték 1 mm-es.
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Mivel a gyors proliferacio és a sziikségszertien nagyszamu ¢életképes sejt szinte eléfeltétele az
in vitro chondrogenesisnek, ezérta farmakologiai kezelések soran ezen paraméterek vizsgalatat
sem hagyhattuk figyelmen kiviil (4.7. 4bra). A DCKA kivételével egyik kezeldanyag esetében

sem tapasztaltunk szignifikans valtozasokat a sejtek mitokondrialis aktivitasaban.

A sejtosztodas ugyanakkor sokkal érzékenyebben reagalt a farmakologiai kezelésekre: a 3H-
timidin beépiilés mértéke erésen lecsokkent az ifenprodil és a glicin (egyediil, vagy NMDA -
val, vagy sztrichninnel kombinalva), valaminta sztrichnin 6nall6 alkalmazasanak hatasara, mig

a DCKA a proliferaciot szignifikdnsan fokozta (4.7. abra)
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4.7.abra: Az N-metil-D-aszpartat receptorok farmakolgiai befoly asolasanak hatasai a fejlédd porcsejtek
mitokondrialis aktivitasara és proliferaciojara. A. Mitokondridlis enzimaktivitds kolorimetrias
meghatarozasaval vizsgalt életképesség haromnapos high density (HD) kultardkban kiilonb6z6 farmakonok
alkalmazasat kovetden. Ez a reprezentativ diagram az egyike, annak a 3 fliggetlen kisérletnek, melyek hasonlo
eredményeket hoztak MTT-assay-ket kovetéen. Az abszorbancia értékek olddszeres kontrollokhoz viszonyitott
statisztikailag relevans kiilonbségeit csillaggaljeldltiik (* P<0,05). B. ®*H-timidin inkorporacios assay-vel végzett
sejtosztodas vizsgalat haromnapos HD kulturakban kiilonbdzé farmakonok alkalmazisat kovetéen. Ez a
reprezentativ diagram az egyike, annak a 3 fiiggetlen kisérletnek, melyek hasonlé eredményekethoztak *H-timidin
inkorporacids assay-ket kovetden. A mért értékek oldoszeres kontrollokhoz viszonyitott statisztikaila g relevans
kiilonbségeit csillaggal jeldltiik (* P<0,05).

4.1.5. A lokalisan adagolt NMDA Ca?*-tranzienseket eredményez

Ezt kovetéen az NMDAR-ok és a differencialodd porcsejtek Ca2*-homeosztazisanak
kapcsolatat vizsgaltuk meg. A Ca2*-tranzienseket kiilonb6z6 tenyésztési napokon mértiik 20

uM-os NMDA, lokalis applikaciojat kovetden (4.8. abra).
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4.8.abra: Lokalisan alkalmazott farmakonok hatasai a citoszolikus Ca?*-koncentraciéra Fura-2-vel toltott
chondrogenicus sejtekben. A. Az N-metil-D-aszpartat (NMDA) 4ltal kivaltott Ca?'-tranziensek a
porcdifferenciacié els6 harom napjan. Ez a reprezentativ diagram az egyike annak a 3 fiiggetlen kisérletnek,
melyek hasonldé mérési eredményeket mutattak. A gorbék alatti vonalak az NMDA (20 uM), a KCl1 (120 mM)
vagy a Ca®"-mentes Tyrode-oldat alkalmazasit jeldlik, szobahdmérsékleten. B. Valtozisok az NMDA kivaltotta
Ca®*-tranziensek 4tlagos amplitidojaban a porcifferenciacio kiilonbdz6 napjain. Az oszlopok feletti szimok az
NMDA-ra reagalo sejtek aranyat mutatjak. Az adatok 3 fliggetlen kisérlet reprezentativ eredményei; a 3 kiséret
hasonlo trendet hozott. C. A regisztratum a Ca?*-tranziensek hianyat jelezte szobahémérsékleten, 10 M glicin
adagolasat ko vetéen, 1,8 mM extracellularis Ca?* koncentracié ([Ca?'e) jelenlétében. Ez a diagram 3, hasonlo
mérési eredményeket mutato, fliggetlen kisérlet egyikébdl szarmazo reprezentativ adatok alapjan késziilt.

A porcdifferenciacio els6 napjan a lokalisan adagolt 100 mM KCl depolarizaciét valtott ki és a
citoszolikus CaZ*-koncentracié ([Ca2*]c) rapid novekedést mutatott, ellenben az NMDA
kezeléssel, melyre a mesenchymalis sejtek nem valaszoltak. A differenciacios idészak masodik
napjatol kezdve azonban az NMDA kifejezett emelkedést okozott a fejlodo poresejtek [Ca?t]e
jaban. Az NMDA-ra adott valasz lassan alakult ki és egyértelmiien fiiggdtt a sejteken kiviili
Ca?*-ok jelenlététol. Ez utobbit jol demonstralja, hogy a kiils6, extracellularis Ca?*-ok ([Ca?*]y)
megvonasa a [Ca?*]. nyugalmi értékeire vald visszaesését eredményezte, mig 1,8 mM [Ca?*],
visszaadasa a [Ca?*]. ismételt novekedését valtotta ki. A jelenség soran a Fura-2
fluoreszcenciaja nem novekedett aspecfikusan. Ezek szerint az NMDA lokalis alkalmazasa
indirekten, az NMDAR-okon kiviil, mas Ca2*-influxot eredményez0 csatornakat is nyithatott
vagy befolyasolhatott a sejtmembranban, melyek lassan aktivalodtak és lassan is
inaktivalodtak. Az NMDA kezelések hatasara kialakulé [CaZ*]c-novekedések atlagos

amplitidoja (un. Ca2*-csticsok) 60 nM volt a differenciacié masodik és harmadik napjan is.
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Habar a glicin feltétleniil sziikséges az NMDAR-ok miitkddéséhez (koagonistaként a GluNI
alegységhez kotdédve vagy agonistaként aktivalva a GluN1-GIuN3 diheterotetramert), de

onmagaban 10 uM glicin alkalmazasa egyik tenyésztési napon sem befolyasolta a [Ca?*]-t.

Az NMDAR-ok és a spontan Ca2*-oszcillaciok kapcsolatanak tovabbi vizsgalatahoz 20 uM
NMDA és 20 uM ifenprodil kezeléseket alkalmaztunk konfokalis [Ca2*]-mérések soran (4.9.
abra). Az NMDA adagolasa megvaltoztatta a spontan Ca2*-események hosszat; a nagyon rovid
idejti (0,5 s) események frekvencidja lecsokkent, mig a hosszabbaké (1,5-2,5 s) megnétt a
kontrollhoz képest (P=0,0002). Mindeznagyonhasonld voltaz egyedisejteken végzett mérések
eredményeihez. Az ifenprodil-kezeléssel kivaltott NMDAR gatlast kovetden a Ca?*-
oszcillaciok teljesen megsziintek, ami az NMDAR-ok alapvetd szerepét jelzi a chondrogenicus
sejtek spontan Ca2*-eseményei soran.
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4.9. 4bra: Spontan Ca?*-oszcillaciok high density (HD) kultiirakban a porcdifferenciciés periodus masodik
napjan. A méréseket megel6zdéen a sejteket 30 percen keresztiil Fluo-4 kalciumérzékeny festékkel toltottiik. A
Ca’"-oszcilld ciokat agonista stimulus nélkiil obszervaltuk 1,8 mM extracellularis Ca ?*-koncentracioji ([Ca®*})
Tyrode-oldatban, szobahémérsékleten. A line scan felvételek rogzitését a mérdoldat cseréjét kovetden azonnal
megkezdtiik. A. Spontin Ca**-oszcillaciok normal (1,8 mM [Ca?*]e) Tyrode-oldatban, valamint 20 uM NMDA
(N-metil-D-aszpartat), illetve 20 uM ifenprodil kezelést kovetden. A line scan diagramok 3 fiiggetlen kiséret
reprezentativ eredményeit abrazoljak. A nyilak a fels6 NMDA line scan felvételen a hosszabbidejii (1,5-2,55s) és
kontrollhoz képesti nagyobb frekvenciaju Ca?*-oszcillicidkat, mig az als6 NMDA line scan regisztratumon a
rovidebbide;jii(0,5 s) és kontrollhoz képesti kisebb frekvenciaju Ca?*-oszcilld ciokatjeldli. B. Abox plota spontan
események hosszanak eloszlasat mutatja; a kontroll sejtek feketék, az NM DA -kezelt sejtek sziirkék. A box plotok
a detektalt spontan tranziensek maximalis amplitodo felénél mért id6t (FTHM) abrazoljak. Az NMDA-kezekst
kovetd események hosszaban szignifikans valtozast detektaltunk a kontrollhoz képest (**P<0,01).
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4.2. NMDAR-ok vizsgalata human melanocytakban és melanoma sejtekben
4.2.1. A pigmentsejteket teljes NMDAR alegység mRNS készlet jellemzi

Az NMDAR alegységek expresszios profiljanak feltérképezését, a fejlodd porcsejtekhez
hasonldéan, RT-PCR analizissel kezdtiik humén melanocyta kultarainkban, illetve kiilonb6zo
eredetli melanoma sejtvonalainkban (A2058, HT169M1, HT199,M35/01, WM35). A reakcié
eredményei igazoltak az esszencialis GluN1 (GRIN1) alegység, valamint a GluN2 (GRIN2) és
GIuN3 (GRIN3) alegységek, illetve izoformaik, mRNS-szintii jelenlétét mindegyik vizsgalt
kultaraban (4.10. abra).

A2058 HT168M1 HT199 M35/01 WM35 NHEM

GAPDH
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GRIN1
369 bp

GRIN2A
192 bp
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4.10. abra: N-metil-D-aszpartat receptor alegység mRNS-ek expresszios vizsgalata reverz transzkripciot
kovetd polimeraz lancreakciokkal (RT-PCR) melanoma sejtekben és melanocytikban. Az RT-PCR-ek
igazoltak a receptor alegységek kifejezédésétaz A2058, HT169M1, HT199, M35/01 és WM 35 sejtvonalakban,
illetve a normal human epidermalis melanocytikban (NHEM) is. A kisérletek pozitiv kontrolljaként human
agyszovet mintat hasznaltunk és mindegyik alegység esetében gradiens PCR reakciokkal hataroztuk meg az
optimalis anelldcios hdmérsékletet. Vizsgalatainkat 3 kiilonbdz6 bioldgiai mintan végeztiik, 3 fiiggetlen
kisérletben. Ez a reprezentativ felvétel az egyike annak a 3 fiiggetlen kisérletnek, melyek hasonld expresszios
profilt mutattak. A gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) mRNS expresszidja a reakciok belsd
kontrolljakéntszolgalt.
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4.2.2. Az alegységek fehérjeexpresszioja eltér melanocytakban és melanoma

sejtekben

A melanocyta kultarakbdl kinyert teljes lizdtumokon végzett fehérjeexpresszios vizsgalatok a
GluN2A alegység jelenlétét erdsitették meg, azonban a GluN1, a GIluN2B, a GIuN3A ¢és a
GluN3Balegységek kifejez0dése nem érte el a detektalas kiiszobét. Baraz 6sszes splice varians
felismerésére alkalmas anti-GIuN1 antitest reakcioja nem eredményezett kemilumineszcens

jelet, de az NLS-t tartalmaz6 GluN1-1aalegységszignaljait sikeriiltazonositanunk (4.11.4abra).

NHEM - teljes sejtlizatum

Aktin MITF GluN1 GluN1-1a
42 kDa 52 kDa 120 kDa 100 kDa

|l [ -

GluN2A GIuN2B GIuN3A GIuN3B
180 kDa 190kDa 130kDa 112 kDa

B F

4.11.4abra: N-metil-D-aszpartatreceptor alegységek expresszidja normal human epidermalis melanocytik
(NHEM) teljes lizatumaban. A GIuN1-1a splice varians és a GluN2A alegység megjelent az egészséges
pigmentsejtekben, a tobbialegységazonban nem érte ela detektalas kiiszobét. A kisérletek pozitiv kontroljaként
human agyszovet mintat hasznaltunk (az 4brdn nincs feltiintetve). Vizsga latainkat 3 kiilonbdzé bioldgiai mintan
végeztiik 3 fiiggetlen kisérletben. Ez a reprezentativ felvétel az egyike annak a 3 fiiggetlen kisérletnek, melyek
hasonld expresszios profilt mutattak. Az aktin expresszioja a reakciok belsd kontrolljaként szolgalt. A
microphthalmia asszocialt transzkripcids faktor (MiTF) ellenes antitestet a melanocyta differenciacio nyomon

kovetésére hasznaltuk.

A melanoma sejtekbdl izolalt szubcellularis frakciokon végzett wb-ok részletes képet adnak az
NMDAR alegységek jelenlétérdl a citoszolikus, a membrédn, illetve a sejtmagi
kompartmentekben (4.12 dbra). A melanoma sejtek citoszol €s membran frakcidiban sikertilt
igazolnunk a GluN1, a GIuN2A, a GluN3A ¢s a GIluN3B alegységek jelenlétét. Mindemellett
egyOntetll expresszios jeleket tapasztaltunk az NLS-t tartalmazé GluN1-1a splice varidns

kapcsan is.

Igazoltuk tovabba a GIuN1, a GluN1-1a és a GluN3B alegységek sejtmagi expresszidjat is,
azonban a GluN2A ¢és a GIluN3 A alegységek teljesen hianyoztak ebbdl a frakciobol. A GluN2B
alegység jelei egyik kompartmentben sem voltak detektalhatdéak, ami a fehérje hidnyara vagy

extrém alacsony szintjére enged kovetkeztetni.
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4.12. abra: Melanoma sejtek szubcellularis frakcioin végzett fehérjeexpresszids vizsgalatok. A GIuN1, a
GluN1-1a ésa GluN3B alegységek mindegyik vizsgalt melanoma sejtvonal (A2058, HT168M1, HT199, M35/01
€s WM35) citoszol (C), membran (M) és nuklearis (N) frakcidjaban kifejezddik. Az eldbbiekhez hasonloan a
GIluN2A ¢és a GluN3 A alegységek is expresszalodnak mindegyik sejtvonal citoszol és membran frakcijaban, a
sejtmagban azonban nem. A GIuN2B-t egyik kompartmentben sem tudtuk azonositani. A kisérletek pozitiv
kontrolljaként human agyszdvet mintat hasznaltunk (az abran nincs feltiintetve). Vizsgalatainkat az 5 melanoma
sejtvonal 3-3 kiilonb6z6 biold giai mintajabol szarmazo citoszol, membran és mag frakciokon végeztiik 3 fiiggetlen
kisérletben. Ez a reprezentativ felvétel az egyike annak a 3 fiiggetlen kisérletnek, melyek hasonlo expresszios
profilt mutattak. A sejtfrakciok tisztasaganak igazolasara tobbféle kontrollt hasznaltunk. Az aktin kifejezodését
részben a citoszol és a membran, részben a citoszol €s a mag frakciok 6sszehasonlitdsira hasznaltuk belso
kontrollként. A magi frakciok analizis¢hez tovabba a TATA box kotd fehérje (TATABP) ellenes antitesteket
hasznaltuk belsé kontrollként.

4.2.3. Az alegységek sejtmagi kolokalizaciot mutatnak melanoma sejtekben

Az alegységek szubcellularis (ko)lokalizacidéjanak vizsgalatahozelsd megkdzelitésben GIuN1—
GIuN3B ¢és GluN1-1a—GIluN3B immuncitokémiai reakcidkat végeztiink. A reakciokat kovetd
konfokalis mikroszkopiaianalizis meglepd eredményekethozott. A GluN1 alegységmindegyik
melanoma sejtvonalban citoszolikus expressziot mutatott, mig ehhez képest a GluN3B
kifejezddése kevésbé volt diffuz ebben a kompartmentben. Mindazonaltal a GluN1 és GluN3B
alegységek immunpozitiv jelei mindegyik melanoma sejtvonalon figyelemre méltd sejtmagi
kolokalizacidot mutattak. A prominens nuklearis kolokalizacio jellemzden inkabb diffiizan jelent
meg a sejtmagokban, mintsem konkrétan egy-egy magi régioban (pl. sejtmagboriték,
perinukledris tér, sejtmagvacska) (4.13. abra). Bar a GluN1 ¢és GluN3B alegységeket sikeriilt
demonstralnunk a melanocytak citoplazmajaban, a melanoma sejteken nyert tapasztalatainkkal

szemben sejtmagi expresszidjukat mar nem tudtuk detektalni (4.13. dbra).
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4.13.abra: Azimmuncitokémiai reakciok eredményeia GluN1 és GluN3B alegységek kolokaliza cidjat jelzik
melanoma sejtek magjaiban, azonban a melanocytikéban nem. A konfokalis mikroszkoppal késziilt
felvételeken a GluN1 alegység (pirossal jelolve) mindegyik melanoma sejtvonal citoszoljaban azonosithaté vol,
mig a GluN3B alegység (zolddel jelolve) kevésbé difftizan oszlott szét a citoplazmaban. A felvételeken
plazmamembranhoz kothetd immunfluoreszcens jeleket nem lattunk, ezzel szemben a GluN1 és GluN3B
kolokalizaciojat figyeltiilk meg a melanoma sejtek magjaban. A nuklearis immunpozitiv jelek demonstralasihoz
aztaz 1 pm-es optikai szeletet véalasztottuk ki, amely a latotérben 1évo sejtek magjain keresztiilhalad. Ezek a
reprezentativ felvételek 3 fliggetlen, hasonlo expresszios mintazatot mutatd kisérlet koziil lettek kivalasztva.
Mindegyik panelenegy-egy reprezentativ sejtet inzertben kiemeltiink. A 1épték 20 pm-es.

Hasonlé nuklearis immunpozitivitdsi mintazatot detektaltunk a GIluN1-1la-GIuN3B
immuncitokémiai reakciok eredményeként is: az NLS-t tartalmaz6 GluN1 splice varidns alig
volt észlelhetd a citoszolban, az ellene termeltetett antitestek szinte teljes mértékben csak a
magban jelentek meg, ahol tobbnyire a GIuN3B alegységgel kolokalizaltak. A GluNl1
alegységhez hasonloan, a GluN1-1a is expresszalddik melanocytak citoszoljaban, viszont a
GluN1 és a GluN3B alegységekkel ellentétben az anti-GIuN1-1a antitest reakcioja nagyon

gyengén észlelhetd sejtmagi immunpozitiv jeleket produkal (4.14. abra).
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4.14. dbra: Az immuncitokémiai reakciok eredményei a GluN1-1a splice varians és GluN3B alegységek
kolokalizaciojat jelzik melanoma sejtekben. A konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeken a GluN1-1a splice
varians (pirossaljeldlve) hasonlo sejtmagi kolokalizaciot jelez a GluN3 B alegységgel (z61ddel jelolve) melanoma
sejtekben, minta GluN1. A melanocytak magjairendkiviil gyenge GluN1-1a jeleket mutatnak. Ugyan a GluN1-
la a melanocytak citoszoljaban is megjelenik, azonban egyik kompartmentben sem figyelheté mega GluN3B-vel
valo kolokalizacio. A nuklearis immmunpozitiv jelek demonstralasahozaztaz 1 pm -es optikai szeletet valasztottuk
ki, amely a latotérben 1év6 sejtek magjain keresztiilhalad. Ezek a reprezentativ felvételek 3 fiiggetlen, hasonld
expresszids mintazatot mutato kisérlet koziil lettek kivalasztva. Mindegyik panelen egy-egy reprezentativ sejtet
inzertben kiemeltiink. Az M35/01 melanoma sejtek paneljének inzertjében kétféle jelolé nyilat is hasznalunk: a
szaggatott vonallaljelolt nyilegy olyan teriiletre mutat, ahola GluN1-1a (piros) immunfluoreszcens jele a DAPI-
val(kék)kolokalizal, amilila szint eredményez, miga pottydzottnyilegy olyanteriiletet jelol, ahola GluN1-laa
GIluN3B-vel kolokalizal és ez narancssarga szint okoz. A jelenség valamennyi melanoma sejtvonal esetében
tapasztalhato. A 1épték 20 pm-€s.

A doktori értekezés alapjaul szolgaldo publikaciok eredményei az értekezésben betodltott
szerepiikbdl kifolydlag tovabbi immuncitokémiai reakcidk elvégzését kovetelték meg. Ehhez a
metasztatikus melanoma nyirokcsomo attétébol eléallitott A2058 és az in situ melanomabdl
létrehozott WM35 sejtvonalat, illetve az NHEM sejtvonalat vettem igénybe. Az
immuncitokémiai reakcidk célja a melanoma sejtek membran frakcioiban, valamint a
melanocyték teljes lizatumaban azonositott GluN2A alegység szubcellularis lokalizacidinak és

potencialis kolokalizécidinak vizsgalata volt.

A GIuN1-GluN2A reakcidban mindkét melanoma sejtvonal esetében a korabbiakhoz hasonld

GluN1 eloszlastlatunk a citoszolban és a sejtmagban, miga GluN2A esetében figyelemremélto,
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a sejtmagotkoriil rajzold (vélhetden maghartya) jeleket detektaltunk. A maghartya érintettségét
a mintdk atesé fényben rogzitett nativ felvételeinek fluoreszcens képekkel valo sszevetitését
kovetden tudtuk megerdsiteni. A GIuN2A emellett a citoszolban diffiizan kevés szignalt
mutatott, a sejtmagon beliil pedig egyaltalan nem (4.15. abra). A melanocytakban a korabban
mar tapasztalt GluN1 expresszids mintazatot lattuk, azonban a GluN2A kifejezddése kevésbé
volt jellegzetes, mint a melanoma sejtek esetében. A GIuN2A jelei diffuzak és szemmel
lathatéan kisebb intenzitasuak, mint a melanoma sejtekben, tovabba a sejtmag pereme is alig

rajzolédik ki az immunpozitivitdsok altal (4.15. abra).
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4.15.abra: Az immuncitokémiai reakciok eredményei a GluN1 és GIuN2A alegységek kolokaliza ciojat jelzik
melanoma sejtek magja koriil, mely a melanocytakban kevésbé jellemzé. A konfokalis mikroszkoppal késziilt
felvételekena GluNT1 alegység (pirossaljelolve) a melanoma sejtek citoszoljaban azonosithatd volt, miga GIuN2A
alegység (zolddel jelolve) difflizan jelent meg a citoszolban. A felvételeken a plazmamembranhoz kothetd
immunfluoreszcens jelek megitélése tovabbra is nehézkes, azonbana GluN2 A fluoreszcens szignaljailényegében
kirajzoljak a sejtmagot. A feltételezhetden a maghartyat jelol6 mintazatban az dsszevetitett képeken a GluN1

alegységgel valo kolokalizaci6 is lathatd. Mindez a melanocytak esetében alig figyelhetd meg. A nukledrs
immunpozitivjelek demonstralasihoz aztaz 1 pm-es optikai szeletet valasztottuk ki, amely a latotérben 1év 6 sejtek
magjainkeresztiilhalad. Ezek a reprezentativ felvételek 3 fiiggetlen, hasonlo expresszios mintazatot mutato kiséret
koziillettek kivalasztva. A 1épték 20 pm-es.
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A melanoma sejtek GIUN2A-GIuN3B reakcioinak eredményeibdl az lathatd, hogy a GluN3B
jelei szétoszlanak a citoszolban, illetve a sejtmag belsd részeiben is jol demonstralhatok,
azonban az immunpozitiv pottyok hianyoznak egy jol meghatarozhato, nagy valoszintiséggel a
sejtmagvacskanak megfeleld magi terlileten. A GluN2A alegység citokémiai eredményeivel és
nativ felvételekkel Osszevetitett képeken nemcsak a maghartyaban, hanem a citoszolban is
lathattuk a két alegység foltszerli kolokalizacidjat (4.16. dbra). Melanocytdkban a GluN3B
expresszidjat bizonyos nyulvanyokban figyelhettiik csak meg, ezt leszamitva pedig csak a
korabbiakban tapasztalt, gyér citoszolikus mintazatot irhattuk le. Igy a GIUN2A fluoreszcens

felvételeivel 0sszevetitve érdemi kolokalizaciot nem tudtunk demonstralni (4.16. abra).
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4.16. abra: Az immuncitokémiai reakciok eredményei a GIluN2A és GluN3B alegységek kolokalizaciojat
jelzik melanoma sejtek citoplazmajaban és magja koriil, mely a melanocytiakban nem jellemzo. A konfokalis
mikroszkoppal késziilt felvételeken a GluN3B alegység (pirossal jeldlve) a melanoma sejtek citoszoljaban
azonosithato volt, mig a GluN2A alegység (zolddel jelolve) diffiizan jelent meg a citoszolban. A felvételeken a
plazmamembranhoz kdthetd immunfluoreszcens jelek megitélése tovabbra is nehézkes, azonban a GluN2A
fluoreszcens szignaljailényegében kirajzoljak a sejtmagot. A feltételezhetden a maghartyat jelo16 mintazatban az
Osszevetitett képeken a GluN3B alegységgel valo kolokalizacio is lathato. Elszort, kisebb foltok forméjaban
kolokalizaciok figyelhetok még meg tovabba a daganatos sejtek citoplazmajaban. Mindezek a melanocytak
esetében alig figyelhet6k meg. A nuklearis immunpozitiv jelek demonstralasahoz azt az 1 pm-es optikaiszeletet
valasztottuk ki,amely a 1atotérben 1év 6 sejtek magjain keresztiilhalad. Ezek a reprezentativ felvételek 3 fiiggetlen,
hasonl6 expresszios mintazatot mutatd kisérletk ozl lettek kivalasztva. A lépték 20 pm-es.

66



A primer antitestek pozitiv kontrolljai humanagyszévet mintan végzett wb -ok voltak. A kétféle,
nyulban termeltetett antitest egyiittes hasznalatanak ellendrzése céljabol végzett kontrollunk
soran az elsé primer antitestet (anti-GIuUN3B/anti-GluN2A) biotinilaltuk, a masodik primert
(anti-GluN1/anti-GluN1-1a/anti-GluN3B) azonban nem adtuk a mintainkhoz. A Streptavidin
Alexa Fluor 488 ¢s az Alexa Fluor 555 konjugalt anti-nyul antitestek hozzaadasat kovetden a
reakcio értékelése soran csak zold szin megjelenéséttapasztaltuk (azaznem voltkolokalizacio).
Feltételezéseink szerinta biotinilaltanti-GluN3B, illetve anti-GluN2 A antitest és a Streptavidin
Alexa Fluor 488 konjugalt anti-nyul antitest altal alkotott komplex a GluN3B/GluN2A fehérje
felszinének jelentds részét lefedi, ezaltal sztérikus okokkal magyarazhatéan megakadalyozza
az Alexa Fluor 555 konjugilt anti-nyal antitest kotddését. Mivel a kontroll kisérlet
eredményeként szigoruan csak zold immunpozitivitasokat észleltiink, ezért kijelenthetjiik, hogy
a GIuN1-GIuN3B, a GluN1-1a—GIluN3B, a GIuN1-GluN2A és a GluN2 A—GluN3B reakciok

soran tapasztalt kolokalizaciok nem fals pozitivak.
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5. Megbeszélés

rrrrrr

Habarakozelmultban szamos tudomanyos publikacid jelent mega glutamatergjelatvitel felnott
vazrendszerben betoltott szerepérdél [153-155], az iziileti porc fejlédése azonban relative
ismeretlen terep maradt a kérdésben. Ennek megkozelitése érdekében végeztiik kisérleteinket,

melyek eredményeibdl az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le.

5.1.1. AzNMDAR alegységei expresszalodnak a porcosodo kulturakban

Kisérleteink elsé Iépéseként a chondrogenicus sejtek NMDAR-expresszios profiljat és
glutamattermeld képességét vizsgaltuk meg. Ezek eredményei szerint a fejlddd porcsejtek a
GluN1, GluN2B, GluN3A ¢s GluN3B NMDAR alegységeket fejezik ki membran frakcidikban,
azonban a GIuN2A alegységexpresszidjat csak a teljes lizatumokban detektaltuk. Utobbit azzal
magyarazhatjuk, hogy az alegység citoplazmatikus jelenléte ellenére nem transzlokalodik
membranokba, igy feltételezhetden nem vesz részt miikodéképes receptorok kialakitasaban. A
fehérje esetleges, NMDAR-alegységként betoltott funkcidjan tilmutatd szerepérél nincsenek
ismeretek. Az egyes NMDAR alegységek expresszioi valtozd mintazatokat kovettek a
porcfejlédés soran. A GIuN2B expresszids csucsa egybeesett a porcosodo sejtek végsd
A GluN2B alegységhez hasonldan a GIuN3B kifejezddése is tilnyomorészt a differencidlatlan
sejtekben és a korai chondroblastokban voltmegfigyelhetd (a membran frakciotilletden). Ezzel
szemben a GluN3A inkabb az érett kultirdkban (a 4. tenyésztési nap utan) volt jellemzd. A
membran frakcidkban egyediil a tetramerek kialakitdsaban elengedhetetlen GluN1 alegység
expresszidja volt relative konstansnak tekinthetd. Ez utobbi eredményiink egyfajta pozitiv
kontrolljat is adja a membran frakcié megfeleldségének, valamint a tobbi alegység kapcsan

kapott sajatos, a porcdifferenciacio elérehaladtaval tapasztalt alegység-valtasnak.

Haromnapos porcosodd kultirdkon végzett immuncitokémiai reakcidink a GIuN1 alegység
GluN2B ¢és GluN3B alegységgel valo kolokalizacidjat is megerdsitették. Emellett az anti-
GIuN2B ¢s anti-GluN3B antitestek k6zos reakcidban valo alkalmazasa e két alegység meglepd
kolokalizacigjat is igazolta. Mindez azt sejteti, hogy a differencial6dé porcsejtekben nemcsak

GIuN1-GIluN2 vagy GIuN1-GIuN3 diheterotetramer, hanem GIuN1-GIluN2-GIuN3
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idészakaban. Ez az alegység-0sszetétel irodalmi adatok szerint fokozott glicin érzékenységgel

¢s csokkent Ca?*-bearamlast biztosito fiziologiai sajatossagokkal ruhazza fel a csatornat [156].

.....

a sejttenyésztd folyadékba, illetve, hogy expresszaljak a transzportban fontos VGLUT1/2-t Az
altalunk regisztralt glutamat koncentracidé értékek (0,2-1,1 nmol/ml) megkdzelitleg
korrelalnak a patkanybordaporc eredetii chondrocytak esetében tapasztaltakkal (~2—4 nmol/ml)
[157] és csak egy kicsit kevesebb egy atlagos felnéttember vérplazmajaban mérhetd értékeknél
[158]. Endogén glutamat felszabaditast leirtak mar az SW1353 human chondrosarcoma
sejtvonal, illetve patkany iziileti porcsejtjek kapcsan is [10]. Ezek a kiegészité eredmények
alatamasztjak azt, hogy a differencial6do porcsejtek egyéb kornyezeti szovetektdl fiiggetlen,
autokrin/parakrin mechanizmusi glutamat jelatvitelre lehetnek képesek akar in vivo

koriilmények kozott is.

Az altalunk leirt NMDAR alegység expresszids mintazat részben megegyezik mas
modellekbenkorabbanmarkozoltadatokkal. A GluN1, GluN2D és GIuN3 A alegységek mRNS
expresszidjat példaul patkany bordaporc eredetli chondrocytakban detektaltak [11]. A GluN1
¢s GluN2A alegységek kifejezddését egészséges emberi iziileti porcsejtekben, miga GluN2B
alegység expressziojat OA-eredetii porcsejtekben demonstraltak [13]. A korabban mar emlitett
SW1353 sejtvonalban példdul a GIluN2D alegység kifejez6dése mutatkozott a
legerételjesebbnek, de emellett a GluN1, a GIuN2A és a GluN2C alegységek mRNS-eit is
kimutattak a sejtvonalban [10]. Osteoblastok kapcsan tobb publikacio is beszamol NMDAR
alegység esetében mar valtozatos expresszios kombinaciokrdl szolnak [159-161]. Csontveldi
eredeti mesenchymalis Ossejtekben is valamennyi NMDAR alegység expresszidjat
dokumentaltak mar, melyek tilnyomo6 tobbsége a GIuN2C és GIuN2D alegységekhez kothetdk
[162]. AzNMDAR alegységek vazrendszeri eredetii sejtekben leirt, néha szinte kovethetetlen
expresszios variacioit az alkalmazott detektalé modszerek (konvencionalis és real-time PCR,
immunhisztokémia, wb, in situ hibridizacié) érzékenysége és specificitasa kozotti
kiilonbségekkel, illetve az alkalmazottkisérletimodellek és a sejtek differenciacios statuszanak
eltéréségével magyarazhatjuk. Ramage és munkatarsai példaul OA-s chondrocytdkban
figyelték meg, hogy a GluN2A tartalmu receptorok helyett GluN2B 6sszetételii heteromerek

jelentek meg, amiknek szerepe lehet a patologias fenotipus kialakitasaban [13]. Eszszerti tehat
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feltételezniink, hogy a kisérleteink soran tapasztalt GluN2B-, GIUN3A- és GluN3B-

motivumvaltasok sszefiiggésben dllnak a sejtek aktualis differenciacios statuszaval.

5.1.2. Az NMDAR-ok farmakolégiai modulalasa befolyasolja a
chondrogenesist

Korabbi kisérletes tapasztalataink szerint az in vitro porcosodo kultarak rendkiviil érzékenyek
a [CaZ*]; precizen beallitott id6beli mintazatanak manipulaciojara [6]. Ezért meg akartuk
vizsgalni az [Ca2*]i-t egyértelmiien érint6 NMDAR agonistak ¢és antagonistak porcfejlédésre
kifejtett lehetséges hatasait. Amikor az NMDA (6nalldoan vagy glicinnel kombinalva) a teljes
tenyésztési periodusban jelen volt a sejttenyésztd médiumban, akkor a metakromazias
porcmatrix mennyisége lényegében valtozatlan maradt. Ezzel szemben a glicin 6nmagaban is
képes volt stimulald hatast kifejteni a porcmatrix termel6désére. A glicin hatasai els6sorban
GlyR-okon érvényesiilnek, melyek neuronokbol jol ismert, hiperpolarizaciot okozo Cl-—-
csatornak [163]. Cl-csatornakat korabban mar demonstraltak chondrocytakon [164] és mi is
GlyR-ok széles spektrumat azonositottuk a chondrogenesis kiilonb6z6 fazisaiban (nem
bemutatott eredmények). A GlyR-ok gatldsara (és a potencidlisan jelen 1év6 glicin-szenzitiv
NMDAR-ok vizsgélatdra) sztrichnint hasznaltunk. A sztrichnin 6nmagaban alkalmazva
erdteljesen gatolta a porcképzddést, ami a sztrichnin-szenzitiv GlyR-okon keresztiil
megvalosuld Cl-aram porcfejlédésben betoltott fontos szerepét mutatja. A glicin hatasai a
sztrichnin-inhibicio mellett mar kevésbé érvényesiiltek, azonban a GlyR-ok gatlasabol fakado
porcképzddési blokk sem volt tapasztalhat6. A glicin mintegy kiegyenstlyoz6 hatasa a
chondrogenicus sejtekben feltételezhetéen a jelen 1évé NMDAR-0k (esetleg a GIuUN1-GIuN3
osszetételll diheterotetramer komplexek) matrixtermelést befolydsold folyamatokban betdltott

szerepével magyarazhat6.

A chondrogenicus differencidcio fokozéasa ellenére a glicin antiproliferativ hatidsokat
eredményezett, melynek hatterében a bedramldé Cl-ok okozta hiperpolarizacidé és a
kovetkezményes sejtproliferacio modulalo hatas allhat [165, 166]. Bar az MTT assay-vel a
proliferacids assay-hez képest eltérd eredményeket figyeltiink meg, ez a jelenség elsdsorban
annak tulajdonithato, hogy utobbit révid idejii tesztként végeztiik, igy elsdsorban a kiilonb6zo

farmakonok mitokondrialis aktivitasra kifejtett azonnali hatdsait tudtuk megvizsgalni.
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Habar az NMDA adagolasa 6nmagaban nem befolyasolta a porcmatrix képzodését, a GluN2B
alegységeket blokkolo ifenprodil kifejezetten gatolta a chondrogenesist. Mindez aldtdmasztja
azt a feltételezésiinket, hogy a GluN2B alegységet tartalmazo receptorok altal biztositott Ca2*-
influx elengedhetetlen a porcfejlodés folyamatanak gérdiilékenységéhez. Az ifenprodil emellett
drasztikusan csokkentette a sejtosztodasi ratat is, ami tovabb fokozta anti-chondrogenicus
hatasait. Amikor a GluN1 alegység glicin kotOhelyének kompetitiv antagonistajat, a DCKA -t
alkalmaztuk, a matrixtermelddés iitemének erdteljes emelkedését tapasztaltuk, ez azonban nagy
valoszintiséggel egy NMDAR-oktol fliggetlen jelenséggel magyarazhat6. Mivel a DCKA
alapvegyiilete, a kinurénsav, egy triptofan metabolit, ezért hatdsai szamos sejtfolyamatot
érinthetnek. Ezek ko6ziil emlitésre méltok a poli(ADP)riboz-polimerazhoz (PARP) kothetd
folyamatok [167]. A PARP bizonyitottan fontos szabalyozé szereppel bir a HD kulturak
chondrogenicus differenciaciojaban és példaul a 3-aminobenzamid nevii PARP-gatloszer a
DCKA-hoz hasonlé matrixképzddést serkenté hatasokat eredményezett [168]. Osszességében
azonban a DCKA 4ltal fokozott métrixképzddési folyamatok pontos mechanizmusa tovabbra is

kérdéses maradt.

5.1.3. Achondrogenicussejtek NMDAR-medialt Ca?*-jelei

Az NMDAR-ok funkcionalitisanak igazolasa érdekében Ca?*-méréseket végeztiink €16
sejteken. Modelliinkben az NMDA altal direkt vagy indirekt modon aktivalt Ca2*-csatomak
csak mérsékelt szenzitivitast mutattak és Ca2*-permeabilitasuk is meglehetésen alacsony volt
(a Caz*-csucsok amplitidojakb. 60 nMvolt). Ez fokozottan igaz voltaz elsé tenyésztésinapon,
amikor is az NMDA kezelés nem valtott ki Ca2*-tranzienseket. Osszehasonlitisképpen
ugyanebbena modellben az adenozin-trifoszfat (ATP) altal kivaltott Ca2*-tranziensek relative
nagy amplitaidoval (kb. 180 nM) jellemezhetdk a porcfejlédés 3. napjan [151]. Tapasztalataink
az NMDA 4ltal kivaltott Ca2*-tranzienseket illetéen jol korrelalnak nagyagykérgi neuronok
egyedi triheterotetramer (GluN1, GIuN2 és GluN3 6sszetételil) csatorndir6l kapott mérési
eredményeivel [169]. A chondrogenicus sejtek NMDA hatasara mért Ca?*-jeleinek lassa
inaktivaciojardadasul nagyon hasonlé amesenchymalis ssejtekben NMDA -kezeléstkdvetden
dokumentalt értékekhez [162]. Az NMDA-val ellentétben azonban a glicin alkalmazasat
kovetden nem tudtunk Ca2*-jeleket detektalni a HD kultarak sejtjeiben. Ez alapjan persze nem
tudjuk megitélni, hogy a Ca?*-jelek hianya a potencialisan jelen 1évé GlyR-ok indirekt
hatdsainak kovetkezményeként, vagy a GluN1-GIuN3 kolokalizacios jelek alapjan feltételezett
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diheterotetramerek miikodésképtelenségeként magyarazhato-e. Mindazonaltal a GIluN3
alegységek membranpotencial-fiiggetlen aktivaciot biztositanak a di- vagy triheterotetramer
NMDAR-oknak ¢és jelentékenyen csokkentik azok Ca2*-konduktanciajat [156]. A GIuN3
alegységeket tartalmazo, és nagy valdsziniiséggel jelen 1évé triheterotetramer NMDAR -0k
egyedi tulajdonsagai vélhetden a chondrogenicus sejtek chondroblastokkd torténd
elkotelez6dése soran fontosak, amikor is a finoman szabalyozott és preciz [Ca2*].-valtozasok

elengedhetetlenek a megfeleld differenciaciohoz [6].

A porcosodo sejtek spontan, viszonylag nagy frekvenciaji [Ca?*]-valtozasokat képesek
produkalni, melyek érzékenyek a fesziiltségfiiggd Ky 1.1 K*-csatornak gatlasara [101], illetve
kapcsolatban allnak a bels6 Ca2*-raktarakkal [102, 170]. Az NMDAR-ok spontan Ca?*-
eseményekben betdltott szerepét vizsgalva azt taldltuk, hogy az NMDA megndvelhette a
csatornak nyitasi valoszintiségét, ami foként hosszabb idejii €s nagyobb amplitid6ji spontan
eseményekhez vezetett, a kontrollhoz képest. A GluN2B specifikus antagonista, az ifenprodil
szinte teljesen megsziintette a Ca2*-oszcillaciokat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
NMDAR-ok altal medialt Ca2*-influx sziikséges a chondrogenicus sejtek spontan Ca?2*-
oszcillaciéjahoz. Patkanyok oliva inferior eredetli neuronjaiban mar igazoltdk a Ca?*-
oszcillaciok NMDAR-fiiggdségét [171]. Ezzel egybecseng az a megfigyelés is, miszerint az
NMDA névelni képes a hippocampus eredetii neuronok Ca?*-oszcillacidoinak amplitadojat
[172]. Ezzel szemben az NMDAR-ok csupan minimalisan jarultak hozza tenyésztett idegsejtek
Ca?*-oszcillacioihoz [173]. Nem idegrendszeri sejtekben nem talaltunk ilyen értelmit kozolt
adatokat, igy ezek a kisérleti eredmények az elsék, amelyek nem ingerlékeny sejtekben vetik

fel az NMDAR-ok Ca%+-oszcillaciokban betoltott szerepét.

A HD kultarak két- és haromnapos sejtjein voltage clamp modban végzett patch clamp
méréseket is végeztiink az NMDAR-okon keresztiil megvalosulé Ca2*-dram még pontosabb
vizsgalatadhoz, azonban érdemi mérési adatokat nem sikeriilt detektdlnunk (nem bemutatott
eredmények). A mérheté Ca?*-aramok hianya leginkabb a 300 uM-os NMDA és 10 uM-0s

glicin kezeléseket kovetd Ca2*-jelek miniatir jellegével magyarazhato.
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5.2. Az NMDAR-ok osszefiiggései a daganatos sejtfenotipussal humain
pigmentsejtekben

A glutamaterg szignalizaci6 epidermalis melanocytdkban betdltott szerepét Hoogduijn és
munkatdrsai részletesen feltérképezték. Eredményeik szerint a bérbdl izolalt melanocytak nem
szabaditanak fel L-glutamatot sem spontan mdédon, sem KCI stimulust kovetden. Microarray
analizis segitségével azonban szamos glutamat receptor alegység (az NMDAR esetében csak a
GluN2C alegység) és glutamat transzporter expressziojat, mig wb-tal tobbek kdzott a GIuN2A
kifejez6dését sikeriilt igazolniuk [140]. Megerdsitették tovabba Genever és munkatarsainak
megfigyelését is, miszerint human epidermalis keratinocytak képesek L-glutamat spontin
felszabaditasara [144]. Az in vitro melanocytak szubpopulacioi [Ca2*];-novekedéssel reagaltak
10 uM AMPA, illetve 10 uM és 10 mM NMDA-kezelésekre. Ezen szubpopuléciok sejtjei
jellemzden kevésbé pigmentaltak voltak és kevesebb nyulvannyal is rendelkeztek a nem
valaszolo sejtekhez képest [140]. Tovabba a melanocytak iGluR receptorait befolyasold
modosulasat eredményezték [141]. A bér melanocytai tehat egy glutamaterg szignalizacios
eszkoztarral jellemezhetok, melyhez a glutamat forrasaul feltételezhetéen az epidermalis
keratinocytak szolgalnak, illetve melynek [Ca?*]i-t befolyasolo hatasait kisérletes eredmények

is alatdmasztjak.

A melanocytakkal ellentétben a melanoma szdvetmintdkbdl kinyert daganatos pigmentsejtek
képesek voltak L-glutamatot szekretalni, ami valosziniileg egy autokrin-parakrin hurok révén
fejti ki hatasait [17]. A glutamat szignalizacios eszk6ztar komponenseit és azok farmakologiai
befolyasolasat szamos publikacio dokumentalta [18, 136], azonban az NMDAR-ok estében
fokénta GIuN2A alegységgel és annak génjével (GRIN2A) kapcsolatban vannak ismereteink.
Mivel melanomaban a GRIN2A aktivitdsanak csdkkenése kontrollalatlan proliferaciot
eredményez, ezért a GIuN2A génjét tumorszuppresszornak is tekintik [139]. Exome-
szekvenalasi vizsgalatok rdaadasul frekventaltan mutalt teriiletnek azonositottak a GRIN2A-t
[137], mely mutaciok sok esetben egyuttal csokkent tulélési esélyeketis jelentettek [138]. A
GIuN2 alegységek mellett a melanocytdkban €s melanoma sejtekben valoszintisithe tden jelen
lévé NMDAR-ok GIuN1 ¢és GIuN3 alegységeir6l érdemi informaciokkal iddig nem
rendelkeztiink. Kisérleteinkkel nemcsak feltartuk az egészséges €és patologias pigmentsejtek
expresszios profiljait, de a potencidlis NMDAR-miikodések egészét tekintve is Ujszerl

megfigyeléseket tettiink, melyek 6sszefiiggésben allhatnak a neoplasticus folyamatokkal.
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5.2.1. Az egészséges és patologias pigmentsejtek NMDAR alegység

expresszioja eltéro

Human pigmentsejteken végzett kisérleteink értékes adatokkal szolgidlnak a boér
melanocytdinak NMDAR alegység expresszids mintdzatat illetden, tovabba egyedi
funkcionalis karakterrel jellemezhetd NMDAR-okat azonositottunk melanoma sejtek magjaban

is. Mig a Hoogduijn és munkatarsai altal végzett microarray analizisek a GluN2C alegység

crer

eredményeink azt mutattdk, hogy NHEM-benmindegyik NMDAR alegységkifejez6dik mRNS
szinten. A melanocytak teljes lizatumain végzett wb-ok azonban csak a GIuN1-1aés a GluN2A
GluN3B alegységek expresszioi nem érték el a detektalas kiiszobét. Az A2058, HT168Ml1,
HT199, M35/01 és WM35 melanoma sejtek PCR vizsgalatai, a melanocytdkhoz hasonloan,
valamennyi NMDAR alegység mRNS-ének kifejez6dését megerdsitették. Az alegységek
fehérjeexpresszios analizisét, a pontosabb feltérképezés érdekében, a daganatos sejtek
szubcellularis frakcioin folytattuk. E szerint a GluN2A ¢és a GluN3 A alegységek egyOntetiien a
melanoma sejtek citoszol €és membran frakcioiban, de nem a magi frakciokban jelentek meg,
mig a GluN2B alegység valamennyi sejtkompartmentben hidnyzott. A GluN2B-rdl igy
elmondhatd, hogy protein szinten sem a melanocytakban, sem a melanomasejtekben nem jelent
meg. A GluN1 és a GIluN3B alegységek ezzel szemben mindegyik vizsgalt cellularis
kompartmentben kifejezédtek.

5.2.2. Szokatlan osszetételii NMDAR-ok a melanoma sejtek magjaban

Az NMDAR-ok pontosabb szubcellularis elhelyezkedésének meghatdrozasdhoz és a
frakcionalt mintdkon végzett wb eredmények alatdmasztasdhoz immuncitokémiai reakcidkat
végeztiink pigmentsejt kultardinkon, melyek eredményeit konfokalis mikroszkdoppal értékeltiik.
A felvételek a GluN1 és GluN3B alegységek kolokalizacidjat demonstraltadk a melanoma sejtek
magjaiban, mely nuklearis lokalizaci6ji molekularis heteromerek alkotasat sejteti. A
kolokalizacids szignalok inkabb jellegzetes, potty6zott megjelenést mutattak, mintsem konkrét
magi régiokra lokalizdlodtak volna. A GluN1, illetve a GIuN1 -1a alegységek GluN3B-vel valo
kolokalizaciojat nem tapasztaltuk egészséges pigmentsejtek magjaiban és immunfluoreszcens
jeleik az egész sejtet illetden gyengének mindsiiltek. (Habar nem volt célunk a melanocytak és

melanoma sejtek fluoreszcencia intenzitasainak 6sszevetése, mégis ismételten hangstilyozom,
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hogy a konfokalis mikroszkop bedllitasi paraméterei a kiilonb6z6 kultarak vizsgalatakor
valtozatlanok voltak.) Mindezeket figyelembe véve eredményeink a sejtmagi kompartmentben
megjelend GluN1/1-1a—GluN3B 6sszetételit NMDAR-ok €s a malignus pigmentsejt fenotipus

megjelenésének 0sszefiiggését sugalljak.

Amint azt a bevezet6ben is emlitettem a GluN1-1a a GluN1 alegység egyetlen olyan splice
variansa, amely NLS-t tartalmaz [41]. Mas NMDAR alegység splice variansok kapcsan
egyeldre nem rendelkeziink publikaltadatokkal afel6l, hogy rendelkeznek-e NLS-sel vagy sem.
Mivel altalaban véve az NLS nem egy konstans, egyszeriien meghatarozhatd szekvencia, ezért
a Holmes és munkatdrsaidltala GluN1-1avaridnsbank6zolt NLS-ek szekvenciait vettiik alapul
a GluN3B alegység vizsgalatahoz, melynek kiindulasi alapjata GIuN1 és GluN3B alegységek
kozti szekvencia homologia képezte. A GluN1-1a-ban dokumentalt NLS-eket egy internetes
adatbazisban (www.uniprot.org) vetettiik 6ssze a GluN3B teljes protein szekvenciajaval. A
modszer segitségével a GluNl-la alegységben azonositottakhoz hasonld, NLS-szerii
motivumokat sikeriilt kimutatnunk a GluN3B C-terminalisan (a 922. és 933. aminosavak
kozott). Ennek alapjan jogos lehet a feltételezés, hogy a GluN3B NLS-sel rendelkezik, ami
magyarazatul szolgalhat az alegység magi lokalizaciojara. Eppen ezért a GluN3B alegység
NLS-gyanus teriilete tovabbialapos vizsgalatokatkivan és funkcionalis bizonyiték ok on alapuld

meger0sitést igényel [174].

Tovabb arnyaljdk a képet a membran frakciokban azonositott GIuN2A alegységek
szubcellularis lokalizacioit feltérképezni kivand immuncitokémiai reakciok. Az anti-GIUN2A
antitest immunfluoreszcens jelei elsésorban a melanoma sejtek magjait rajzoltak koriil és a
GluN1-hez, illetve GIuN3B-hez képest alig jelentek meg intranuklearisan. A GluN2A
expresszids mintazata tehdt potencidlis maghartya lokalizacidra hivja fel a figyelmet.
Figyelemre méltd tovabba, hogy a fluoreszcens felvételek 6sszevetitése soran a GluN2A jelei
a GluN1-gyel és a GIuN3B-vel is kolokalizaltak, ami a triheterotetramer NMDAR -0k
jelenlétének lehetdségét veti fel a maghartyaban. A melanocytdkban ezzel szemben 1ényegesen
kevesebb ¢s szemmel lathatoan kisebb intenzitastt GluN2A jeleket figyelhettiink meg, melyek
a GluN1-gyel ésa GluN3B-velamelanoma sejtekhezképestelenyész6 modon (vagy egyaltalan

nem) kolokalizalnak.

Végeredményben tehat azt mondhatjuk, hogy a melanoma sejtekben szokatlan lokalizacidj és

variabilis Osszetételi NMDAR-ok demonstralhatok. A sejtmag belsejében inkabb GluN1—

GIluN1-GIluN2A-GIuN3B 6sszetételi triheterotetramer komplexek feltételezhetok. Mig elobbi
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a korabbiakban mar részletezett alternativ glicin receptornak, addig utobbiak L-glutamatra
érzékeny NMDAR-oknak felelhetnek meg. Osszességében tehat azt a ko vetkeztetést vonhatjuk
részeként biztosithat alternativakat a kompartment Ca2*-eseményeinek manipulalasara a

pigmentsejtekben.

5.3. Idegrendszeren Kiviili, nem excitabilis sejtek az NMDAR-ok és Ca®*-0k

keresztmetszetében

A Ca?*-ok a sejtek életében elengedhetetlen fontossagiak, hiszen a jelatviteli folyamatok
legrégibb ¢és legelterjedtebb masodlagos messenger-eiként szolgalnak. Szdmos kisérleti
megfigyelés tamasztja ala, hogy a legtobb nem excitabilis sejt, olyan CaZ*-csatornakat
expresszal a Ca2*-jelatviteli eszkoztar részeként, melyek lehetéséget teremtenck a Ca2*-ok
sejtbe vald bejutdsara ¢és ezaltal sejtélettani folyamataik befolyasolasara, illetve
finomhangoldsara. Az értekezésem targyat képez6 NMDAR-ok szerepét a nem excitabilisnak
szamito porc- és pigmentsejteken vizsgaltam ¢€s kisérleti eredményeink a Ca2*-homeosztazis
tekintet¢ben 1j funkciondlis tapasztalatokat jelentenek a porcfejlddés molekularis
értelmezésében, illetve szdmos meglepd implikaciot hordoznak a melanoma experimentalis

megkozelitésében.

5.3.1. Az NMDAR-ok a differencialodé porcsejtek Ca?*-jelatviteli

eszkoztaranak tagjai

Laboratoriumunk korabbikisérleti tapasztalatai szerinta mesenchymalis sejtek chondrogenicus
elkotelez6désének idején a csirke eredeti HD kultarak sejtjeinek [Ca?*]i-valtozasai
kulcsfontossaghiak a folyamat egésze szempontjabol [70]. Bar a chondrogenicus sejtek spontan
Ca?*-oszcillacidiban rendkiviil fontos szerepet toltenek be az IC Ca?*-raktarak, am ezek az
ingerlékeny sejtekhez képest kevesebb Ca?*-ot tartalmaznak, gyorsan kiiiriilnek. Ezért az
els6dleges forrasként mégis az EC tér szolgal, melybdl a Ca2*-0k plazmamembran Ca?*-
csatornakon keresztiil juthatnak be a differencial6do porcsejtekbe. Az alabbiakban azt a harom
mechanizmust mutatom be roviden, melyek révén Ca?*-oszcillaciok létrejohetnek a
chondrogenicus sejtekben. Ebbena modellben igyekszem demonstralni az NMDAR-ok helyét
és szerepét.
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A Caz+-oszcillaciok elsé 1épéseként az egyik legjobban dokumentalt mechanizmust, a purinerg
receptorokat veszem alapul. A porcosodd mesenchymalis sejtek egy autokrin-parakrin hurok
révén ATP-t képesek szekretalni, mely a plazmamembranban elhelyezkedd, ionotrop P2X és
metabotrop P2Y receptoraikat aktivalhatja [151]. A ligandum kapuzott P2X receptorok Ca2*-
influxot eredményeznek, mig a P2Y receptorok a PLC-InsP3 Gitvonalon keresztiil Ca2+-okat
szabaditanak fel a belsé raktarakbol. Mindkét esetben atmeneti jelleggel megemelkedik a
[Ca?*];, melyet aktiv pumpamechanizmusok allitanak helyre. Mivel a P2X receptorok nem
szelektiv kationcsatornak, ezért a bearamld Ca2+-ok mellett bizonyos mértékii Na*-influxot és
K+-effluxot is megfigyelhetiink. Természetesen a kezdeti Ca?*-bearamlast nemcsak purinerg
receptorok valthatjak ki, hanem az arachidonsav vezérelt CaZ*-csatornak, a TRP-k (e csoporton
beliil emlitést érdemelnek a differencialodod porcsejteken laboratdériumunk altal részletesen
vizsgalt TRP vanilloid csatorndk is [175]), és mint értekezésem kisérleti eredményei is
mutatjak, az NMDAR-ok is. Kisérleteink igazoltak, hogy a differencialodo porcsejtek képesek
glutamatot termelni, ami az ATP-hoz hasonléan autokrin-parakrin modon aktivalhatja az
NMDAR-okat (és mas potencialisan expresszal6dé glutamat receptorokat). Az NMDAR -0k
GIluN1-GluN2 vagy GluN1-GluN3 diheterotetramer, illetve GluN1-GluN2-GluN3 Gsszetételi
triheterotetramer komplexekként is el6fordulhatnak a chondrogenicus sejtekben a
porcdifferenciacio kritikus fazisdban, ami erdsiti azt az elképzelést, miszerint a sejtek az eltérd
alegység-Osszetételb6l  fakaddéan  kiilonb6zé  tulajdonsagi ~ Ca2t-aramok  révén

finomhangolhatjak sajat jelatviteli folyamataikat.

Visszatérve a Ca2+-oszcillaciok mechanizmusaihoz azt lathatjuk tehat, hogy az els6é 1épésben
aktivalodo receptorok végeredményben a plazmamembran depolarizaciojat okozzak [176], ami
kovetkezésképpen az oszcillaciok masodik mechanizmusahoz, a fesziiltségfliggd Ca?*-
csatorndk megnyildsdhoz vezet. Mint emlitettem korabban, a posztszinaptikus neuronok
elengedhetetlen az eldzetes membrandepolarizacio [23]. A porcsejtek GIluN1-GIluN2
Osszetételli receptorai, fesziiltségfiiggd jellegiikb6l adodoan, a Ca?*-oszcillaciok masodik
mechanizmusaban (is) szerepet jatszhatnak azaltal, hogy az el6zetes membran depolarizécio

hatasara kinyilo fesziiltségfiiggd Ca2*-csatornak hatasait potencirozzak.

Az oszcillaciok kialakulasdhoz vezeté harmadik it a metabotroép receptorokon (mint pl. a P2Y
receptor) és a PLC-InsP3 ttvonalon keresztiil eredményez Ca2*-kiaramlast a bels6 raktarakbol.
Az ER Ca?-deplécidja az ER membranban elhelyezkedé6 STIM fehérjék és a

plazmamembranban talalhatd Orai-csatornak interakciojat valtja ki. Az Orai-csatornak Ca?*-
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felszabadulas aktivalta Ca2*-csatornak, melyek a STIM fehérjékkel egyiitt a SOCE {6
komponensei. Végeredményben a megnyil6é Orai-csatornakon keresztiil Ca2*-ok aramlanak a
sejtbe €és a belso raktarak feltdltddnek. Ezzel kapcsolatban megvizsgaltuk a chondrogenicus
sejtek metabotrop glutamat receptor expresszios profiljatis (nem bemutatott eredmények) és
foként azon mGluR receptorok mRNS-eit sikeriilt azonositanunk, amelyek a mGIluR-ok 11-11I.
csoportjaba tartoznak. Ezek a receptorok az idegsejtekben preszinaptikus lokalizaciojiak, G;
fehérjén keresztiil hatnak és elsésorban az NMDAR aktivitasra vannak gatlo hatassal, ezaltal
védve a neuronokat a glutamat excitotoxicitastol [24]. igy a glutamat feltételezetten jelen 1év6
metabotrop receptorai, szemben a P2Y receptorokkal, nem eredményeznek Ca2*-depléciot a
belso raktarakban és kovetkezményes SOCE-t, ellenben az NMDAR-ok aktivitasanak fontos
szabalyozoi lehetnek. Az 5.1. abra a Ca2*-oszcillaciokkal kapcsolatos ismereteket demonstralja

a chondrogenicus sejtekben.
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5.1. abra: A spontan Ca?*-oszcillacidk generalasanak, fenntartasi lehetdségeinek és kovetkezményeinek
sémas attekintése egy chondroprogenitor sejtben. A Ca®"-ok P2X purinerg receptorokon, tranziens receptor
potencial (TRP) és fesziiltségfiiggd Ca® -csatornakon, valamint, eredményeink tekintetében, N-metil-D-a szpartit
receptorokon (NMDAR) (piros keretben) keresztiil juthatnak be a chondrogenicus sejtekbe. Az oszcillaciok
fenntartisiban rendkiviil fontosak még az intracellularis Ca?*-raktirak, azonban az NMDAR-ok é mads
feltételezett metabotrop glutamat receptorok nem jatszanak szerepeta raktar 4ltal vezérelt Ca **-belépésben. A
megemelkedettintracellularis Ca®*-koncentracié nyugalmi 4 llapotba torténé visszaallitisiban azendoplhazmatikus
retikulum (ER) szarko/endoplazmatikus retikulum Ca?*" ATPaz (SERCA) pumpai és Na*/Ca?*-exchanger-i
(NCX), illetve a plazmamembran Ca®* ATP4az pumpai (PMCA) és NCX-¢ei elengedhetetlenek. A kép forrasa: [177]
(moédositva).
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A porcosodo sejtek Ca2+-oszcillacioi altal hordozott informaciok jelatviteli dekodolasa részben
a CaMKII-CREB utvonalon, részben a foszfoprotein foszfataz 2B-NFAT kaszkad révén valosul
A [Ca?*], altal befolyasolt, porcképzédésben fontos molekularis tényezdk kozott emlitést
érdemel tovabbaa PKC-MAPK utvonal és a SOX9 magi transzlokacidja is [178]. A fentiekben
részletezett folyamatok harmoénidja elengedhetetlen a chondrogenicus sejtek Ca?*-

homeosztazisdban és a differenciacios program gordiilékenységében.

5.3.2. Ujszerii alternativak a melanoma sejtek Ca?*-homeosztazisaban

crcr

értelmezést nyert, Iévén kisérletes bizonyitékok igazoltak a nuklearis kompartment Ca2*-fliggd
jelatviteli folyamatainak egyediségét [179-181]. A sejtmagi Ca?* forrasa azonban
ellentmondasos kérdés. Vajon a sejtmagban megfigyelt [Ca2*]-valtozasok citoszolikus
eredetlick vagy esetleg magi forrasokhoz kothet6ek? A citoszolikus Ca2*-tranziesek
gyakorlatilag learnyékoljak a magi eredeti Ca?*-jeleket [182], ami jelentésen megneheziti a
nukledris eredetii tranziensek azonositasat. A kilencvenes években a kérdés megkozelitéséhez
izolalt sejtmagokbol 1étrehozott tenyészeteken végeztek vizsgalatokat. A tanulmany szerint a
majsejtekbo] kinyert sejtmagok ATP-fiiggé modon képesek Ca2*-okat felvenni, ami ezaltal a
maghartya laminai kozti perinuklearis térbe keriil, majd onnan InsP3R-ok vagy ciklikus
adenozin-difoszfat-rib6z receptorok altal medialt modon képes felszabadulni [183]. Ezzel
0sszhangban egy masik kutatocsoport mitkoddképes InsPsR-okat és rianodin receptorokat
azonositott osteoblastok maghartyajan [184]. Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy a
perinuklearis tér alkalmas raktara lehet a sejtmagi Ca2*-fiiggd folyamatoknak. Azonban Luo és
munkatarsai még tovabb mentek és megallapitottdk, hogy a maghartya belsé laminajanak,
illetve a maghartya mindkét lemezének a sejtmag belsejébe irdnyuld invaginécidjaval 1étrejovo
nukleoplazmatikus retikulum (NR) és maga a nukleoplazma is képes autonom Ca?*-szignalokat
generalni Gjszilott patkanyok cardiomyocytaiban [185]. Tovabbi vizsgalatok azt igazoltak,
hogy a sejtmag belsé tere igen gazdag Ca2*-jelatviteli komponensekben. A korabban mar a
maghartya kapcsan emlitett InsP3, rianodin és ciklikus adenozin-difoszfat-riboz receptorokon
kiviil [186] nikotinsavamid adenin difoszfat receptorokat, SERCA-pumpakat és NCX-et is
talaltak az NR-ben [187], illetve a nukleoplazmaban [179]. Természetesen ezek a receptorok és

pumpak nem csak szabadon ,,uszkalnak” a nukleoplazmaban. Az InsPsR-ok példaul
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magfoltokban és nanovezikulumokban lehetnek jelen [188]. A magfoltok és az 50 nm-nélis
kisebb nanovezikulumok Ca2*-raktarakként szolgalhatnak és diszkrét szubdoménekben tehetik
lehetévé a Ca?*-ok felszabadulasat [189]. Az InsPsR antitestek sejtmagi, pottyozott
immunfluoreszcens mintazata nemcsak magfolt- vagy nanovezikulum-lokalizacioval
magyarazhatd, hanem az NR-nek megfeleld maghartya-leflizodésekben vald expresszidval is
[190]. Hasonlo pottydzott megjelenést tapasztaltunk az NMDAR alegységek kapcsan is a
melanoma sejtek magjdban, amiaz eldbbiek fényébenarra enged kovetkeztetni, hogy a GluN1—
GluN3B osszetételit NMDAR-ok vélhetden a maghartya befiiz6désein vagy a nuklearis Ca2*-
raktarak felszinén lehetnek jelen Az elmult két évtized kisérleti tapasztalatai mindenesetre egy
fliggetlen sejtmagi Ca?*-jelatviteli tedriat tdmasztanak ald, ami az NMDAR alegységek

nuklearis expresszidjanak relevancidjat erdsitik.

A sejtmagi [Ca2*]-valtozasok ([Ca?'],) funkcionalis aspektusai kdzelebb vihetnek minket
ahhoz, hogy miért is fontos Oket elkiiloniteni a [Ca?*]; valtozasoktol. Utobbiak szamos
sejtfolyamatot befolyéasolhatnak, melyek k6z¢ példaul a transzkripcios faktorok aktivacidjais
tartozik. A Ca?*-ok hatasara aktivalodo transzkripcios faktorok a sejtmagba jutva kozvetleniil
(pL.: NFAT, NFkB) vagy kozvetetten (pl.: MAPK) lehetnek hatassal a génexpressziora [57].
Szamos kézelmultban publikalt kozlemény hasonld szerepet josol a [Ca?*],-valtozasoknak is.
A CREB ¢és a myocytaenhancer faktor 2 aktivitasata [Ca2*], emelkedése példaul fokozniképes
[191]. A [Ca?*], novekedése azonban bizonyos transzkripcidés faktorok gatlasat is
eredményezheti. Ca2+-kotés hatasara a downstream regulatorikus elem antagonista modulator
fehérje affinitdsa csokken a downstream regulatorikus elemet tartalmazo génekkel szemben,
aminek kovetkeztében a modulator disszocial a DNS-ré6l és ez a kérdéses gének
transzkripciojanak derepressziojat okozza [192]. A [CaZ*],-valtozasok azonban nemcsak
transzkripcios faktorok befolyasolasan keresztiil fejthetik ki génexpressziot érintd hatasaikat,
hanem a kromatin-struktira megvaltoztatasan keresztiil is [57]. Emellett szivizomsejtekben
kimutattdk, hogy bizonyos epigenetikai szabalyoz6 molekuldk, példaul egyes hiszton
deacetilazok mikodését is befolyasoljak Ca?*-fiiggd enzimek (CaMKII) [193]. Mindezen
tapasztalatok azt sugalljak, hogy a sejtmagi Ca2*-ok funkcionalis szempontbol meghatarozoak
az intranuklearis jelatviteli folyamatokban, melyek tér- és idébeliségében a sejtmagi Ca?*-

raktarak finomhangold megkozelitést biztositanak.

Nemrégiben megjelent 6sszefoglalo tanulmanyok szerint metabotrop, elsésorban G fehé rj¢khez
kotott receptorok széles kore van jelen szamos sejttipus (pl. cardiomyocytak, HEK293 és HeLa

sejtek) magjaban [194]. Beszamolok szerint mikoddképes mGluR-okat (konkrétan az
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MGIuR5-6t) talaltak HEK293 sejtek és kérgi idegsejtek meghartyain. A mGIluRS
valoszintsithetéen sejtmagi PLC-t aktival, ami nuklearis InsP; termeldédéséhez ¢s
kovetkezményes Ca2*-jelekhez vezet [195, 196]. Nemcsak a metabotrop, de a nuklearis
ionotrop receptorok témakorében is boviiltek ismereteink: proteomikai analizisek R-tipusu
Ca2*-csatornakat azonositottak a maghartyaban, és ezek mellett K*- és Cl-csatornakat is

sikeriilt sejtmagi patch clamp technikaval igazolni [197, 198].

A sejtmagot illetden azNMDAR-okr6l, vagy barmely més iGluR-okroliddignem jelentek meg
tudomanyos beszamolok, ugyanis a nuklearis NMDAR-funkciok megkodzelitése nem egyszerii
technikai kihivas. A konvencionalis NMDAR -okat két, glicin kot6 hellyel rendelkezd GluN1
¢és két, glutamat kotésre képes GIluN2 alegység alkotja, melyek hatasos aktivacidjahoz glutamat
¢s glicin szimultan bekotddése sziikséges. Mivel a GluN1 mellett a GluN3 alegységek sem
képesek a glutamat, csak a glicin kotésére, ezért a melanoma sejtek magjaban azonositott
GIuN1-GIuN3B heteromerek egyfajta alternativ glicin receptorokként is értelmezhetok,
melyek Ca?*-ra permeabilisak [199]. Azonban a glutamat-inszenzitivitas és a tény, hogy az
elézetes membrandepolarizacio sziikségtelen a csatorna kinyilasahoz [38], megneheziti a
GIUN1-GIuN3B 0sszetételi heteromerek farmakologiai megkozelitésii  funkcionalis
vizsgalatat. Kiemelend6 tovabba, hogy a GluN1—-GluN3 diheterotetramer konstellacié Ca?*-
aramokra vonatkoz6 elektrofiziologiai tulajdonsagai is eltérnek a szokvanyos GluN1-GIuN2
diheterotetramer ¢s a GluN1-GIluN2—GIuN3 triheterotetramer csatornakétol [45]. A GIuN1-
GIuN2-GIuN3 triheterotetramer NMDAR-ok abban megegyeznek a GIuN1-GIuN3
diheterotetramerekkel, hogy nyitdsuk nem fiiggaz el6zetes membrandepolarizaciotol, azaznem
érzékenyek a Mg?*-okra és hogy agonista bekdtddését kovetden kis amplitidoju Ca?*-aram
csatornak csak glicint tudnak kétni és excitatorikus glicin receptorokként foghatok fel, mig a
GIluN1-GIluN2-GIuN3 &sszetételii heteromerek képesek glutamatot is kotni, azonban a
konvencionalis GIuN1-GluN2 csatornak Ca?*-aramaival szemben a kiilonbséget épp a
triheterotetramer szerkezetben jelen 1év6 GluN3 alegység biztositja [199]. A GIUN1-GluN3 és
a GluN1-GIluN2-GIluN3 osszetételiit NMDAR-okon keresztiil megvalosuld Ca?*-tranziensek
altal aktivalt jelatviteli utvonalak kozti kiilonbségek egyelore még nem karakterizaltak
pontosan. Ezek tiikkrében tehata melanoma sejtek magjaban, illetve maghartyajaban megjelend,
feltételezetten funkciondlo NMDAR-ok, eltéré oOsszetételiikbdl fakadoan, valdszintileg

kiilonbozo jelatviteli 1épésekért és funkciokért felelhetnek.
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Mivel a sejtmagi Ca?*-jelatvitel funkcionalis vizsgalata meghaladja a doktori értekezés és a
laboratoriumunk technikai lehet6ségeit, am mégis megkeriilhetetlen téma, ezért az alabbiakban
csak roviden megemliteném a jelenleg ismert legkorszeriibb vizsgalati megkozelitéseket. A
[Ca2*],-valtozasok pontos vizsgalata sok éven at okozott nehézségeket, ami a téma koriil
ellentmondasokat sziilt. Napjainkban a nuklearis Ca2*-okhoz kothetd folyamatok in vitro és in
Vivo tanulmanyozasanak legmegbizhatobb médszereit a biolumineszcencian alapulé Ca?*-
probak és a rekombinans Ca?*-indikatorok viralis vektorok utjan vald bejuttatisa jelentik;
ezeket pedig kifinomult képalkoto technikakkal lehet kovetni (pl. két-foton mikroszkdpia, szal-
optikai technolégia) [181, 200]. Elképzelhet6 tovabba a Ca2*-csatornak izolalt sejtmagok kiilsé

vagy belsé membranjan térténd patch clamp vizsgalata is [201].

A sejtmagi Ca2*-jelatvitelt fokozasa vagy legalabb is modulalasa mar napjainkban is hasznos
része lehet neurodegenerativ betegségek, a szorongas €s a poszttraumas stressz kezelésének
[200], mindemellett NMDAR (és iGluR) antagonistak in vitro hatékonysagat is igazoltak mar
rakos és melanoma sejteken [202]. Habar a nuklearis Ca2*-jelatvitelt érintd Gjszeri melanoma
(és egyéb daganat) terdpidk szamos kérdést felvetnek, de a lehetdségek adottak a tovabbi
vizsgalatok szamara, hogy tisztizzak a sejtmagi Ca2*-ok szerepét, amelyben, mint
eredményeink is alatimasztjak, érdemi szerepet télthetnek be a GluN1-GluN3B ésa GluN1-
GIluN2—-GIluN3 &sszetételt NMDAR-o0k.

5.4. Zaro6 gondolatok

Doktori értekezésem kisérleti eredményei egy klasszikus, kozponti idegrendszerbdl ismert
receptor, az NMDAR jelenlétét és potencialis funkcioit hivatottak demonstralni in vitro
sejtkultarakban, ezaltal betekintést engedni az NMDAR-ok idegrendszeren kiviili, nem
excitabilis sejtekben betoltott szerepét illetben. Az NMDAR-ok nem specifikus
kationcsatorndk, leginkabb Ca?*-okra permeabilisak, ezért féként Ca2*-csatornakként
tekinthetiink rajuk. A Ca?*-ok a legdsibb ¢és egyik leggyakoribb masodlagos messenger-ek,
melyek szamtalan jelatviteli folyamatot érintve valtozatosabbnal valtozatosabb sejtvalaszokat

eredményeznek.

Természetesen eredményeim €s kovetkeztetéseim korantsem terjednek ki minden részletre. Az
NMDAR-ok nem exitabilis sejtekben betdltdtt funkcidinak és azok molekularis hatterének
pontos megértésétdl még nagyon messze vagyunk, azonban az értekezésemben dsszefoglalt

kisérletes eredmények €s az azokbol levont kovetkeztetések esetlegesen kdzelebb vihetnek
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minket a klinikai gyakorlat szdmara levonhat6 tapasztalatokhoz. Mindemellett az NMDAR -
okkal kapcsolatos megfigyeléseink mas, kozponti idegrendszerbdl ismert receptorok szamara

is kinyithatjak a kapukat a nem excitabilis sejtek vilagaba.

Kisérleteink megerdsitették, hogy az NMDAR-ok altal medialt szignalizacioé fontos szerepet
tolthet be a chondrogenesis korai fazisaban a differencialdoddo mesenchymalis sejtek Ca?*-
oszcillacidinak befolydsolasa révén. Az NMDAR-ok fontossagat kiilonféle farmakonok
segitségével is alatdmasztottuk. Eredményeink megerdsitik és kiegészitik mas kutatdcsoportok
beszamoloit, melyek tobbek kozott az NMDAR-ok felndtt iziileti porcsejtek
mechanotranszdukcidjaban betoltott szerepérdl, illetve a receptorok gyulladasos iziilet
betegségekben (pl.: OA) leirt megvaltozott kompoziciojarol és funkcidirdl szamolnak be. A
differencialodd porcsejtekben latott, differencidcids stadiumonként valtozo6 NMDAR-
Osszetétel az egyik legfontosabb megfigyelésiinknek tekintheté ebben a modellben és ugy
gondoljuk, hogy a sejtek az eltérd alegység-0sszetételbdl fakaddan kiilonb6zo tulajdonsaga

Ca?*-aramok révén finomhangolhatjak sajat jelatviteli folyamataikat.

Ezzel szemben az NMDAR-okr6l human pigmentsejteken szerzett tapasztalataink egy
malignus transzformaciohoz kothetd, sejtmagi Ca2*-szignalizacié lehetdségét vetik fel a
melanoma sejtekben, mely 1) perspektivakat jelenthet kutatds és klinikum szamara. A
kozelmultban publikalt in vitro tanulmanyok sikeresen igazoltak NMDAR (és iGluR)
antagonistak hatdsait carcinoma és melanoma sejteken. A glutamat jelatvitelt érintd terapiak
tehat 1) alternativakat nyujthatnak a melanoma kezelésében. Ebbdl a szempontbdl pedig a
sejtmagi Ca2*-jelatvitelben érintett szereplok célpontokként valé bevonasa mar nem is tiinik

annyira bizarr gondolatnak.

Végezetiil érdekesnek és érdemesnek tartom megjegyezni azt a megfigyelést, mi szerint az
NMDAR-ok szemlatomast eltérd ,,irany” folyamatokban vesznek részt az in vitro porc- és
pigmentsejtekben. Mig az NMDAR-ok a porcsejtek kapcsan a korai differencialatlan
mesenchymalis sejtekben jelennek meg ¢és segiteneck a chondrogenicus sejtek
malignusan transzformalt sejtekben latszik intenzivebbnek, igy az alegységek altal képzett
heteromerek vélhetden a neoplasticus folyamat részét képez6 dedifferenciacioval hozhatok

Osszefiiggésbe. Persze az, hogy utobbi ok vagy kovetkezmény, egyeldre tisztazatlan marad.
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6. Uj eredmények

Az értekezésben szerepld legfontosabb 0j eredmények az alabbiak szerint 6sszegezhetdk:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

A fejlodo porcsejtekben a differenciacio kritikus, 2. és 3., napjan GIluN1, GIuN2B ¢és
GluN3B NMDAR alegységek expresszaldodnak, illetve kolokalizalnak egymassal.

Az ¢érettebb porcsejtekben ettdl eltérd alegység-Osszetételli (GluN1, GIuN3A)
NMDAR-ok, csokkend expresszioval jellemzdek.

A chondrogenicus sejtek képesek L-glutamatot, az NMDAR természetes agonistéjat
termelni.

Farmakologiai megkozelitésti vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy az NMDAR -0k
szerepetjatszanak a porcdifferenciacio optimalis megvalosulasaban, illetve a porcsejtek
osztodasaban.

Az NMDAR-ok mesterséges agonistdja, az NMDA modositotta a differencialodo
porcsejtek spontan Ca2*-oszcillacidinak mintazatat, mig az NMDAR antagonista
ifenprodil teljesen megsziintette ezeket a Ca2*-jelenségeket.

Normal humén epidermalis melanocytakban elsdként mutattuk ki a GluN1 alegység
legalabb egyik splice variansat.

A melanoma sejtek szubcellularis frakciokra is kiterjed6 fehérjeexpressziods vizsgalatok
a GIuN1, a GluN1-1aés a GIuN3B alegységek citoszolikus, membran és sejtmagi
jelenlétét erdsitették meg.

A melanoma sejtek magjaiban azonositott alegységek kolokalizalnak egymassal.

84



7. Osszefoglalas

A doktori értekezésemben bemutatott kisérletes munka soran az N-metil-D-aszpartat tipusa
glutamat receptorokat vizsgaltuk csirke eredetli nagy sejtstirliségli kultarak chondrogenicus
sejtjeiben, illetve egészséges és patologias human pigmentsejtekben. Lévén az NMDAR -okon
elsdsorban Ca2*-aram halad keresztiil, ezért a receptorfunkciok tekintetében els6sorban a Ca?*-
homeosztazis porcdifferenciacios €s molekularis onkologiai folyamatokban bekovetkezd

valtozasait vettiik gorcso ala.

A chondrogenicus sejtekben kimutatott GIuN1, GIuN2B és GIuN3B NMDAR alegységek
molekularis heteromerek jelenlétére utalnak a porcdifferenciacio korai szakaszaban €s a sejtek
L-glutamat szekrécidja nagy valosziniiséggel 6sszefiigga chondrogenicus folyamatokkal. Az
NMDAR aktivitas farmakologiai modositasa aldtamasztotta a receptorok szerepét a fejlodod
porcsejtek altalunk vizsgalt cellularis funkcioiban. Kisérleteink igazoltak, hogy az NMDAR -0k
kozvetetten és kozvetleniil is hozzajarulhatnak a differencialodo sejtek finoman hangolt Ca?*-

oszcillacioihoz, illetve, hogy a Ca2*-jelek Osszefiiggésben vannak az optimalis porcfejlodéssel.

Normal human epidermalis melanocytdkban korabban csak a GluN2A alegységet detektaltak
biztonsaggal, azonban nekiink sikeriilt els6ként azonositanunk a csatornaformalasért felelds
GIuN1 alegység legalabb egyik splice variansat. Az NMDAR alegységek melanoma sejtek
szubcellularis frakciokra is kiterjedd fehérjeexpresszios vizsgalata nemcsak az egészséges és
patologias pigmentsejtek kozti Iényeges kiilonbségekre hivta fel a figyelmet, hanem arra is,
hogy a melanoma sejtek a sejtmagot is bevonhatjak Ca?*-fiiggé jelatviteli folyamataikba. A
melanoma sejtek magjaiban azonositott alegységek felvetik annak a lehetdségét, hogy a
potencialisan miikodéképes NMDAR-ok beleszoljanak a sejtmag sajat Ca2*-homeosztazisaba

¢s ennek révén Osszefliggésben legyenek magaval a daganatos jelenséggel is.

Kisérleteinkkel in vitro koriilmények kozott tenyésztett, idegrendszeren kiviili, nem excitabilis
sejtekben els6ként mutattunk ki funkcional6 NMDAR-okat (csirke eredeti HD kultirak
differencialodo porcsejtjei), illetve NMDAR alegységek altal képzett sejtmagi lokalizacigj,
molekularis heteromereket (melanoma sejtek). Az el6bbi altal befolyasolt Ca2+-fiiggd
folyamatok az optimalis porcfejlédéshez nélkiilozhetetlenek, mig utobbiak a malignus
transzformacié kovetkezményeként jelenhetnek meg és a Ca?*-szignalizacio 0j kapuit

nyithatjdk meg.
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8. Summary

The experimental work presented in this thesis was based on studies involving N-methyl-D-
aspartate type glutamate receptors in chondrogenic cells of chicken high density cultures, as
well as in healthy and pathological pigment cells. Given that NMDARs primarily mediate Ca?*
currents, we focused on the changes of Ca2?* homeostasis during chondrogenesis and

tumorigenesis.

Chondroprogenitor cells express GIuN1, GIuN2B, and GIuN3B NMDAR subunits in the early
stages of cartilage formation, indicating the presence of heteromeric receptors and L-glutamate
secretion by the cells possibly correlates with the course of chondrogenesis. Studies involving
pharmacological modulators of NMDARs indicate their involvement in regulating cellular
functions of the differentiatingchondrocytes. Our experiments provedthat NMDARs may have
direct and indirect roles in the very precisely regulated intracellular Ca2* oscillations of
chondroprogenitor cells, and NMDAR-evoked Ca?* signals are closely associated with optimal

chondrogenic differentiation.

Normal human epidermal melanocytes have so far only been reported to express GIUN2A
subunits; we were the first to describe the expression of at least one splice variant of the pore-
forming GluN1 subunit. The detailed analysesof NMDAR subunit protein expression profiles
in melanomacells, involvingsubcellular fractions,notonly revealed major differences between
healthy and malignantpigmentcell phenotypes, butthey also implicated the putative role of the
nucleus in Ca2* dependent signalling processes in melanoma cells. The receptor subunits in the
nuclei of melanoma cells, in case of potentially functional receptor formation, raise the
possibility of NMDAR involvement in nuclear Ca%* homeostasis, and through that in the

neoplastic phenomenon.

We demonstrated in vitro, for the first time, in non-excitable cells from outside the nervous
system the presence of functional NMDARs (in differentiating cells of chicken limb bud-
derived high density cultures), and the nuclear localisation of heteromeric NMDARs (in
melanoma cells). The former mediate Ca?* dependent pathways that are indispensable to
chondrogenesis, while the latter may have appeared as a result of malignant transformation and

might mediate novel aspects of Ca2* signalling.
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14. Fuggelék

Az értekezést megalapozo kozlemények kiilonlenyomatai.
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