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BEVEZETES

A musculoskeletalis rendellenességek a betegségek egy olyan csoportjat
képezik, amik a népesség jelentdés részét érintik életik kilonb6zd
szakaszaiban. Tipikus esetben ezek a rendellenességek olyan elvaltozasokkal
jarnak, amik jelentés mértékben rontjak az egyén életminéségét, kiilonosképp
osteoarthritises és discopathids esetekben. Az utébbit — nem véletlenil — a
kozponti idegrendszeri megbetegedések kozott is szdmon tartjak. A fenti
musculoskeletalis betegségek sulyos formai erésen kor- és testsulyfiiggéek,
ami a nyugati tdrsadalmak 0©sszetételének tendencidit figyelembe véve
méginkabb nyugtalanitdé problémat vazol fel a jovGre nézve. Az ENSZ
Egészségligyi Vilagszervezete (WHO) felismerte az ebben rejlé veszélyt és a
2000 és 2010 kozotti id6szakot a Csont és izilet Evtizedének nyilvanitotta,
hogy ezdltal vilagszerte csdokkentse a musculoskeletdlis betegségek altal az
egyénekre és tarsadalmakra rott terheket. A szervezet mandatumat — a
feladatanak fontossagat és a krizis hosszutava természetét szem el6tt tartva —
2010-ben meghosszabbitottak. E nemes célok eléréséhez alapvets fontossagu,
hogy élvonalbeli kutatasok torténjenek, melyek eredményei segitenek
megérteni az érintett szovetek alapvetd bioldgiai folyamatait. llyen példaul a
fejl6d6 vagy az érett izlleti porc kilonb6z6 funkcidit mikodtets jelatviteli
utvonalak és genetikai tényez6k feltérképezése.

Kutatdcsoportunk az Anatdémiai, Szovet- és Fejl6déstani Intézet
munkacsoportjaként tobb évtizednyi tapasztalattal rendelkezik az in vitro
porcfejlédés kutatdasa terén. Ahogyan az ebben a munkdban is
visszatlikr6zédik, komoly eréfeszitéseket teszlink azért, hogy a kisérleteinket
kiilonb6z6 chondrogenikus sejtmodellekkel bévitsik. Tovabba azon is
dolgozunk, hogy kondicionalis génkititott egerek bevondasaval in vivo
kisérletekben tanulmdanyozhassuk bizonyos gének funkcidjat. Habar allnak
rendelkezésre tanulmanyok a C3H10T1/2 sejtvonal, valamint a primer
analizisét illetGen, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy egy sztenderdizalt
kortilmények kozt elvégzett, tobb modellt magdba foglalé 6sszehasonlitd
elemzés, ami szamos, kilénb6z6 mesenchymalis differencialddasi Utvonalakat
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fémjelz6 gén mRNS expresszids profiljara kiterjed, hianypotld jelleget toltene
be. Egy ilyen tanulmdny egyuttal lehetévé teszi egérbdl és csirkébdl elGallitott,
valamint primer és sejtvonal alapu chondrogenikus modellek kdzvetlen
Osszevetését.

Az in vitro porcdifferenciaciés modellek napjainkig egyik legelterjedtebb
képvisel6je a Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es fejlédési stadiumu (4.5
napos) csirkeembridk  végtagtelepeibél  kinyert  chondroprogenitor
mesenchymilis sejtekbdl 1étrehozott HD sejttenyészet. Ennek legfontosabb
elénye, hogy a megfeleld kisérleti korilmények és nagy sejtslrliség biztositasa
mellett a porcdifferenciacié spontan végbemegy; a 6. tenyésztési napra mar
jelent6s mennyiségd, nodulusokba rendez6dott hyalinporc képzédik. A modell
|étjogosultsagat és sok szempontbdl idedlis mivoltat az aldbb bemutatandd
eredmények is alatamasztjak, ebbdl is adéddan a munka masik részében
bemutatasra keriil6 kisérleteinkben e kulturdkat vizsgaltuk.

A kalciumion univerzalis masodlagos jelatvivé a sejtes élSlények szamos
élettani folyamatéban. Az egyik legkordbban leirt ilyen funkcidja a Ca%*-nak a
vazizom elektromechanikai 6sszekapcsoldsa, azéta viszont igen nagyszamu
egyéb funkcidjat is felfedték; ezek a teljesség igénye nélkil: a sejtciklus
szabdlyozasa, differenciacid, génexpresszid, apoptosis és enzimmikodés
kontrollalasa, valamint az exocytosisnak, neurotranszmitterek
felszabadulasanak és a sejtek hormonalis hatdsokra torténé valaszainak
irdnyitasa. Az ehhez szlikséges kalciumjelek térben és id6ben is igen jol
szabadlyozottak, hiszen idétartamukat és sejten beldli lokalizaciojukat tekintve
is igen valtozatos sejtbiolégiai jelenségekrél van szé. Az mar bizonyitast nyert,
hogy a kalciumion a porcfejlédésben is kulcsfontossaggal bir masodlagos
messengerként, viszont a differencidlédd porcsejtek Ca?*-homeosztazisdhoz
kapcsoléddan még szamos molekula és folyamat nem pontosan ismert.

Ebbél kifolydan a bemutatasra keriil6 munka masik részében a
porcfejlédésben meghatdrozé Ca** jelatviteli folyamatok tovabbi
tanulmanyozasaval  foglalkoztunk a  csirke  primer  kultdrdkban.
Laboratériumunk jelentésen gazdagitotta a porcfejlédéssel, kiilondsképp az
intracellularis [Ca?*] események leirdsdval, valamint az ezekkel ésszefliggd
szignalizaciés molekuldkkal és Utvonalakkal kapcsolatos szakirodalmat az
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elmult években. Aldbb a raktarvezérelt Ca®* belépésben (store-operated Ca%
entry, SOCE) szerepet jatszd komponensek és a fesziiltségfliggd Ca**-csatornak
(voltage-dependent Ca?* channels, VDCC) molekuldris jelenlétét, a
nagyfrekvenciaju ismétl6dé Ca?* tranziensek kivaltdsdban és fenntartasiban,
és ezdltal a porcfejlédésben betoltott szerepét alatamasztd adataink is
bemutatasra kertlnek. Véleménylink szerint mindez kiemelkedé fontossaggal
bir, hiszen a porcszovet gyogyitasat célzo sejtterapias megkozelitések minden
bizonnyal a mesenchymidlis sejtek porcsejtté valé differencialéddsaban
szereplG jelatviteli események részletes ismeretén kell majd, hogy alapuljanak.
Ezekben — a munkacsoportunk hozzajaruldsédnak is készénhetéen — a Ca%
szerepe mar ismert prominens masodlagos hirvivéként.

Ezekbdl fakaddan jelen munka kisérletet tesz egy nehezen definidlhatd
tudomanyterileten gydijtott eredményeink szintézisére. Az embriolégiabdl, a
sejtbiokémidbol és a sejtélettanbdl is ihletet meritve kiizdink az
el6rehaladasért a chondropathias megbetegedések idealis gyogymaddjahoz,
azaz a porckutatds Szent Graljdhoz vezet6 Uton. Kévetkezésképp ez a munka
magaban foglalja tobb jelentés chondrogenikus modell 6sszehasonlitd
elemzését, valamint a chondrogenesis és az intracelluldris Ca?* koncentracié
valtozasainak 6sszefliggésében megismert Uj tényezéket és eredményeinket.



CELKITUZESEK

A fent vazoltaknak megfelel6en a célunk az volt, hogy az aldbbi
kérdésekre valaszokat kapjunk:

1.

Miként alakulnak a gondosan kivalogatott markergének mRNS
expressziods szintjei egy prolongalt tenyésztési id6szak soran
kontroll és BMP-2-t overexpresszalé C3H10T1/2 (a tovabbiakban c-
valamint b-C3H10T1/2), illetve egér és csirke embrionalis
végtagtelep-eredet(i micromass kulturakban?

Milyen képet mutatnak az osteo- és chondrogenikus iranyba
mutatott differencidciés potencidlok markergén mRNS szintek
alapjan? Vannak-e a kultdrakban sejtek, melyek adipogenikus
differencialédason mennek keresztiil?

mineralizaciéjat valamint lipidfelhalmozasat kimutaté szovettani
festések vajon tarnak-e fel morfolégiai kilonbségeket a vizsgalt
modellek kultiraiban? Amennyiben igen, mik ezek? Egybevagnak-
e az eredmények a markergének expresszidjabdl levont
kovetkeztetésekkel?

Vannak-e a HD kultdrdkban pluripotens allapotukat megtartd
sejtek? Ha vannak, eltér-e a pluripotencia markerek expresszidja az
egyes modellek k6zott?

A vizsgalt modellek kozil melyik (melyek) a legalkalmasabb(ak) a
porcfejl6dés kutatdsara (mar amennyiben van egy kétségteleniil a
tobbi felett alld)? Mik a f6bb gyakorlati megfontolasok?
Rendelkeznek-e a csirke HD kulturak differencidlédd chondrocytai
VDCC-kkel, illetve a SOCE folyamatahoz sziikséges molekulakkal?
Milyen szerepe van a belsé kalciumraktaraknak, valamint a Ca%'-
felszabadulds 4&ltal aktivalt Ca*-csatorndknak (Ca** release-
activated Ca?* channels, CRAC) és a VDCC-knek a nagyfrekvencidju
ismétl6dé Ca?* tranziensek kivaltasaban és fenntartasaban; ezaltal
pedig olyan sejtfunkciok moduladldsaban, mint a differencidcio,
metabolizmus és proliferacié?



9.

10.

11.

Magas tér- és idGbeli felbontas mellett milyen dinamikat mutatnak
az intracelluldris Ca?* tranziensek lézeres konfokdlis pdasztazod
mikroszkdpos nyomonkdvetéssel, Fluo-4 fluoreszcens Ca?*-kotd
festékkel feltoltoétt porcosodd sejtekben. Valtozik-e az igy
megfigyelt dinamika az extracellularis iondsszetétel
megvaltoztatasanak vagy SOCE- és/vagy VDCC-gatlas hatasara?

A raktdrirités hatasara bekovetkez6 SOCE sordn sikeril-e
megerdsiteniink a SOCE-blokkolé kezelések kovetkezményeit
egyedi sejteken torténd Ca?* mérésekkel?

A csirke chondrogenikus HD telepek olyan sejtes paramétereiben,
mint a differenciacié, metabolikus aktivitas és a proliferacié milyen
valtozasokat lehet megfigyelni a CRAC aktivacidban kulcsfontossagu
septinek atrendezddését gatld kezelések hatasara?

Végezetll célunk volt az is, hogy egy olyan finomitott modellel
szolgdljunk az in vitro porcosodd csirke HD kulturdk Ca?* jelatvitelét
illet8en — a Ca®* bedramlasat és felszabadulasat is ideértve —, amia
SOCE egy ujonnan feltart szabalyozdjat is magaban foglalja.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejttenyésztés

A C3H10T1/2 egy egér embryonalis mesenchymalis ssejt-vonal, amit az
ATCC-t6l (American Type Culture Collection) szereztiink be. Tovabba — G. Gross
nagyvonall adomanyaként — rendelkezésiinkre all ennek a sejtvonalnak egy
modositott valtozata is (b-C3H10T1/2), amit stabilan transzfektaltak a pMBC-
2T-fl nevli, a humdan BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) cDNS-ét
tartalmazo eukaryota expresszios vektorral. A fenti sejtek tenyésztése magas
cukortartalmi DMEM médiumban tortént. A b-C3H10T1/2 sejtek médiuma
tovdbbd 5 pg-mL™? puromycint is tartalmazott a vektor expresszidjanak
stabilitdsat biztositandd. A sejtkulturdkat pdrasitott CO, inkubdtorban
tenyésztettiik 37 °C-on; passzalasukat 80%-os konfluenciandl végeztik. HD
kulturdk készitésekor a sejtsliriséget szamlalds atjdn 1.5 x 107 sejt-mL-re
allitottuk be. A kicseppentés napjat minden esetben a tenyésztés 0. napjanak
vettlik. Csirke primer HD kulturdk |étrehozdsdhoz Hamburger-Hamilton
szerinti 22-24-es fejlédési stadiumu (4.5 napos), Ross hibrid embridkat
haszndltunk. A mells6 és hatsé végtagbimbdk distalis részét eltdvolitottuk
majd emésztéssel szuszpenziot képeztiink belSlik. A sejteket 10% FCS-sel
kiegészitett Ham’s F12 médiumban vettiik fel szamlalast kovetéen. Az egér
végtagtelepekbdl izolalt mesenchymalis sejtkulturdkat a fenti protokoll
maddositott valtozataval hoztuk létre. Az NMRI laboratériumi egereket egy
éjszakdn at paroztattuk, majd a hivelyi plug észlelésének id6pontjat
tekintettiik a terhesség 0. napjanak. A 11.5 napos vemhes egereket a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak (DEMAB)
elGirdsainak betartasa mellett, cervicalis dislocatioval aldoztuk fel
(engedélyszam: 11/2010/DE MAB). Végiil az éllatok uterusdnak eltdvolitdsat
kovetéen az azokbdl kinyert E11.5 stadiumd embridkat haszndltuk fel a
chondroprogenitor sejtszuszpenzié elSallitasahoz.

Gdtldszeres kisérletek

A kalciumhomeosztazis megvaltoztatasanak hosszutavi hatdsainak

vizsgdlatdhoz  csirke  differencialédé  chondrocytdkban az  aldbbi
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kezel6anyagokat adtuk hozzad a HD kultirak médiumahoz. Az L-tipusu VDCC-
ket gatld nifedipine az 1. tenyésztési naptdl kerilt a médiumba 10 puM-os
végkoncentraciéban. A belsé kalciumraktarak szerepét 10 uM SERCA
inhibitorral (cyclopiazonic acid — CPA) torténé kezelést kdvetben vizsgaltuk, a
SOCE-t pedig a nem-specifikus TRPC antagonista YM-58483 és LaCls (1 uM
valamint 500 uM) egyiittes alkalmazdsdval gatoltuk. A belsé raktarak szerepét
célzo kezeléseket a 2. tenyésztési napon, 24 6ran at applikaltuk. A septinek
atrendez6dését 200 pM forchlorfenuron (FCF) hozzaadasaval, 24 6rds
kezeléssel blokkoltuk a tenyésztés 1. vagy 2. napjan.

RT-PCR analizis

A tenyésztés meghatdrozott napjain 100 uL-es cseppekbél Iétrehozott
HD kulturdk keriltek felhasznalasra TRIzolos teljes RNS izolalashoz. A reverz
transzkripcidt High Capacity RT kit segitségével végeztik 37°C-on, 2 6ras
inkubacioval. A kivalasztott cDNS szakaszokat specifikus primerparok
segitségével amplifikdltuk, melyeket a GenBank-ben elérheté csirke és egér
nukleotid szekvenciak alapjan terveztiink a Primer Premier 5.0 nev(
programmal. In vitro alkalmazasuk el6tt a primerparok specificitasat in silico
teszteltiik az NCBI Primer-BLAST nev(i szolgaltatasaval. Az egyes PCR
termékeket reprezentald savokat FluoChem E géldokumentaciés rendszerrel
rogzitettik etidium-bromidot tartalmazo, 1.2%-os agardz gélben torténé
elektroforézist kovetéen. A PCR termékek sdvjainak optikai denzitdsat az
Imagel) nevl program 1.46-os verzidjaval hatarotuk meg.

Kvantitativ PCR

Az RNS izoldldshoz és reverz transzkripcidhoz hasznalt protokoll
gyakorlatilag megegyezett az el6z6 pontban bemutatottakkal. A cél DNS
szakaszok amplifikacidjara specifikus primerparokat az NCBI Primer-BLAST
nevl szolgaltatdsdban lgy terveztiik, hogy az amplimer mérete 100 és 200
bazispar kézé essen, valamint — amennyiben az lehetséges — foglaljon magaba
egy exon-exon junkcidt. A chondrogenikus és pluripotencia markergének,
valamint a SOCE-ben résztvevé molekuldk relativ génexpresszids szintjeit

QuantStudio 3 Real-Time PCR System segitségével hatdroztuk meg 96-well
9



lemezekben, 2x GoTaq® qPCR Master Mix-et haszndlva. Az adatok
normalizdlasahoz a kovetkez6 harom referencia gén stabilitdsat vizsgaltuk:
Ppia, Rplp0 és Gapdh. Az Rplp0O adta a legkisebb SD értéket, igy ez keriilt
kivalasztdsdra a AACt moddszerrel torténé génexpresszids  szint
meghatarozasahoz.

SDS-PAGE, western blot és protein BLAST analizis

A vizsgdlt molekuldk immunoldgiai detektdldasahoz 50 pg fehérjét
preparadltunk az egyes mintakbdl, amit utana 7.5% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gélen elektroforézissel (SDS-PAGE) szeparaltunk. Ezutdn a
fehérjéket elektroforetikusan nitrocelluléz membranra transzferaltuk, majd
blokkolas utan a membranokat a primer antitestekkel masnapig inkubaltuk 4
°C-on. Végil mosast kovet6en a membranokat HRP-konjugalt szekunder
antitesttel inkubaltuk. A fokozott kemilumineszcencia reakcidval elShivott
membranokat FluoChem E géldokumentacids rendszerrel rogzitettik. A savok
optikai denzitasat az ImageJ 1.46-os verzidjaval hatdroztuk meg. A STIM1 elleni
monoklonalis antitestiink termeltetéséhez felhasznalt szekvencia protein
BLAST analizisét az NCBI BLAST tutorial szerint végeztiik.

Szévettani elemzés

A konvencionalis haematoxylin és eosin festésekhez abszolut etanol és
tomény formalin 4:1 aranyu keverékében fixalt HD kulturakat hasznaltunk.
Rehidraldst kovetéen ezeket Gill’'s haematoxylin No. 2-vel és eosin Y-nal
festettik. A festett telepek digitdlis rogzitését egy Nikon Eclipse E800 tipusu
mikroszkdpra szerelt Olympus DP72 kameraval végeztiik a cellSense Entry 1.5
nevl program segitségével. A porcmatrix-termelésének kvalitativ elemzése
metachromazids, savas dimetil-metilénkék (DMMK) festéssel tortént.
Félkvantitativ megkozelitésként a visszaoldott toluidinkék abszorbanciajat
mértik 625 nm-es hulldmhosszon microplate olvasd segitségével. A matrix-
mineralizaciot Alizarin Red S festéssel kovettlik. Ezen vizsgdlataink soran a
telepeket desztillalt vizben oldott, 2%-os (w/v) Alizarin Red S-szel festettiik 2
percig. A sejtek lipidfelnalmozddasat Oil Red O festéssel vizsgaltuk. Fixalast

kovetéen az Oil Red O munkaoldatot szobahén adtuk hozzd a mintakhoz 5
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percre. A folosleges festéket folyé csapviz alatt tavolitottuk el, majd 20
masodpercnyi haematoxylin festéssel jeloltik a sejtmagokat.

Proliferdcio, kollagéntermelés és mitokondridlis aktivitds meghatdrozdsa

A HD kulturak sejtosztddasi ratajat meghatdrozandd a sejtek
tapkdzegéhez 3H-timidint adtunk. Mosast és fixalast kdévetéen a 96-well
lemezeket kiszaritottuk, kozvetlenll a mérések elStt 50-50 pl szcintillacids
koktélt adtunk az egyes wellekhez, majd folyadék szcintillaciés szamlaléval
meghataroztuk a sejtek altal megkotott radioaktivitast.

A kollagéntermelést a fent leirtakhoz nagyon hasonlé médon mértik. A
24 6rds kezelési id6 alatt, a tenyésztés 1. vagy 2. napjan 3H-prolint adtunk a
kezelt vagy kontroll telepekhez.

A mitokondridlis dehidrogenazok aktivitasat MTT-assay-vel vizsgaltuk
kozvetlenil a kezeléseket kovetSen. A sejteket 2 6ran at 37 °C-on inkubaltuk
az MTT-t tartalmazé Ham’s F12 médiumban. A tapkozeg eltavolitasat kdvetben
100 pL of MTT-szolubilizalé oldatot adtunk hozza, majd 10 percnyi razatast
kovet6en 570 nm-en mértiik az abszorbanciat.

Konfokdlis mikroszkdpia

A line-scan analiziseket LSM 510 META Laser Scanning konfokalis mikroszkép
segitségével készitettiik. Az 1 illetve 2 napos csirke HD kulturak sejtjeit Fluo-4-
AM-rel toltottik fel. A képalkotast normal vagy kalciummentes Tyrode
oldatban végeztik. A 63x vizimmerzids objektivvel késziilt felvételeket rogton
az oldatok illetve kezel6anyagok hozzaadasat kovetGen elinditottuk. A
felvételek analizisét az Elettani Intézetnél dolgozé kollaboraciés partnereink
altal kifejlesztett automatikus eseménydetektaldé program segitségével
végeztlk. X-Y vizsgalatokat szintén 1 illetve 2 napos, Fluo-4-t6ltott HD kultdrak
sejtjein végeztlk LIVE 5 Laser Scanning konfokalis mikroszképpal az EC Plan-
Neofluar 20x/0.50 M27 objektivet hasznalva, 2x digitalis nagyitassal. X-Y
sorozatfelvételek rogzitésére véletlenszerl latdterek kivalasztasat kdveten
kerilt sor. A képalkotast ebben az esetben is normdl vagy kalciummentes
Tyrode oldatban végeztiik. A képrogzités ratdja 10 s volt, az adatok

elemzéséhez a Zeiss Enhanced Navigation programjat hasznaltuk.
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Egysejtes fluoreszcens Ca**-koncentrdcié mérések

A méréseket a 2. tenyésztési napon kalciumérzékeny Fura-2-vel
feltoltott sejteken végeztiik, amiket inverz mikroszkdpra helyezve vizsgdltunk
40x olajimmerzidos objektiv segitségével. A képalkotast normal vagy
kalciummentes Tyrode oldatban végeztik. A SOCE gatldszereit és a
végs6 koncentracidjukra. Az adatkinyeréshez haszndlt szoftver automatikusan
kivonta a jelekbdl a hattérfluoreszcenciat. A citoszolikus kalciumkoncentraciot
a mért fluoreszcenciaintenzitasok hanyadosabdl hataroztuk meg.
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EREDMENYEK
1. Kiilonb626 chondrogenikus HD kulturak désszehasonlité analizise
Primer és sejtvonal eredetii micromass kulturdk eltéré morfoldgidja

A C3H10T1/2 sejtekbél készilt kulturakkal ellentétben mindkét primer
végtagtelep-eredet( sejtkulturdban megfigyelhet6k voltak nodulusok, mig a
nodulusok kozti terlleteket alacsony sejtdenzitas jellemezte. Az irodalmi
adatokkal megegyezéen, a DMMK festéseink eredményei azt mutatjak, a
chondroprogenitor sejtek a nagy sejtslrlségli teriileteket preferaljak a
telepen belll, itt tudnak tovabb differencialédni chondroblastokka. A
nodulusokkal ellentétben az internoduldris teriiletben taldlhaté ECM nem
mutatott metachromazids festG6dést. A sejtvonalbdl késziilt HD kulturakban
sem nodulusok, sem internodularis tertletek nem voltak lathatok.

A vizsgdlt modellek kiilénb6z6 mértékben mutatnak a porcdifferencidciora
utald jeleket

Savas DMMK festéssel vizsgaltuk a kilénb6z6 napokon learatott
kulturdkban szintetizdlt metachromazids ECM volumenét. Az egyes
modellekben eltér6 id6beli mintdzatok mutatkoztak a porcmatrix
felhalmozddasat illetéen; a végtagtelepekbdl Iétrehozott HD kulturakban mar
a tenyésztés 3. napjan kiterjedt metachromazias teriiletek voltak lathaték a
nodulusokon belil. A 15 napos tenyésztési peridédus végére mindkét primer HD
kultdrardl elmondhaté volt, hogy az ECM teljes mértékben metachromazidssa
valt, a teljes térfogata megnovekedett, tovabba morfoldgiailag hipertréfias
chondrocytdk is megjelentek. Ugyanezen tenyésztési peridodus alatt a
chondrogenikus markergének mRNS expresszids profiljait is nyomonkévettiik.
A Sox9 esetében dllandd expresszids szintet figyeltink meg primer és b-
C3H10T1/2 telepekben egyarant. A Col2al gén esetében hasonld
tapasztalatunk volt, de ez esetben az 6sszes vizsgalt micromass kultiraban. Az
Acan mRNS teljesen hidnyzott c-C3H10T1/2 telepekben. A Hapinl jelent8s
mértékben expresszalddik mind primer, mind BMP-2-t tultermeld kulturakban
anélkil, hogy a c-C3H10T1/2 telepeinél hasonlé jelentkezne. A Snorc mRNS
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szintjének hatdrozott ndvekedése volt megfigyelhetd a 3. tenyésztési napot
kovetéen az egér differencidlédd koldnidkban (primer és BMP-2-
overexpresszald sejtvonal). A Prg4 mRNS expresszids mintazatabdl az latszik,
hogy a erételjesebb kifejez6dés a 6. tenyésztési nap utan jelenik meg az egér
végtagtelep micromass kulturakban. A primer kulturdkban egyenletes vagy
kissé novekvé modon fejezédik ki a Co/l10al mRNS, mig a sejtvonalbdl készilt
telepeknél alacsony expressziés szint és nehezen értelmezheté id6beli
mintazat volt megfigyelhetd.

Csontdifferencidcio értékelése

A kalcifikalt matrixfelnalmozddasat Alizarin Red S festéssel probaltuk
megbecsilni. A c-C3H10T1/2 kultdrdk nem mutattak kalcifikacidra utald
jeleket, ugyanezen sejtvonalnak a BMP-2-t tultermelG valtozata azonban erés
pozitivitdst mutatott a tenyésztés 6. napjat kovetéen. Masrészrél viszont a
primer micromass kulturdk szamottevd kalcifikaciot csak az elporcosodo
nodulusaikon bellil mutattak a tenyésztés 10. napjat (csirkében 6.) kdvetben.
Az osteogenikus differenciaciét jelz6 gének RT-PCR analizise soran a Runx2
stabil expresszidot mutatott az dsszes differencidlédd HD kulturdban, mig c-
C3H10T1/2 telepekben progressziv csokkenést figyeltink meg. Az Osx
expresszidja szabalytalan és relative gyenge jelek formdjaban jelent meg a c-
C3H10T1/2 kulturdkban, de a primer egér és b-C3H10T1/2 telepekben mar a
3. naptdl er6s savokat mutat. A Collal mRNS expresszidja allandé és jelentds
mértékd volt mindkét primer illetve a b-C3H10T1/2 tenyészetekben egyarant.
Az Oc és Op jell, kés6i osteogenikus markerek esetében rendezetlen
mintdzatot és gyenge mMRNS expresszidt tapasztaltunk c¢-C3H10T1/2
micromass telepekben. Ugyanezen modellben az Ap expresszidjat jelzé savok
egyaltaldn nem latszottak, mig a differencidlédd egér modellekben erds
emelkedést mutattak.

Adipogenikus differencidcio

Egyéb differencidléddasi irdnyok is figyelmet érdemelnek amikor
mesenchymalis eredetl sejteket vizsgaltuk. Ezek kozll az adipogenesisnek

tulajdonithaté kiemelt jelentéség. A lipidcseppek felhalmozédasanak
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vizsgalatara Oil Red O festést alkalmaztunk, mig a sejtmagokat
haematoxylinnal jeloltik. A végtagtelepekbdl szarmazd kulturdkban még a
tenyésztési idé végén sem jelentek meg nagy lipidcseppek, csak olyanok, amik
a chondrocytak finomszerkezetével 0Osszeegyeztetheték. Ellenben a
C3H10T1/2 sejtvonalon alapulé modellek sejtjei szamos, jelentés méretd Oil
Red O-val jel6l6d6 cseppet tartalmaztak, féként a tenyésztés késGbbi
fazisaban. Még a c-C3H10T1/2 HD kulturadk is szdmos adipocyta-szerd sejtet
tartalmaztak, ami egy elviekben nem differencialdédé modellt6l varatlan
eredmény. Az adipogenikus markergéneket célzé RT-PCR-os elemzés alapjan
az Fabp4 mRNS-ét az Osszes vizsgdlt HD kultiraban ki tudtuk mutatni,
kifejezett emelkedést pedig a b-C3H10T1/2 és végtagtelep-eredetili micromass
telepekben lattunk a tenyésztés késébbi fazisaiban. Mindemellett a Ppary2 az
0sszes mondelliinkben elhanyagolhatd mértékben expresszaldodott, kivéve a b-
C3H10T1/2 sejtek HD telepeit a tenyésztés kés6i szakaszaban. Ez a latszdlag
varatlan eredmény 6sszhangban van azokkal a megallapitasokkal, amik szerint
a BMP-2 alacsony koncentraciékban stimulalhatja az adipogenesist.

Pluripotens sejtek a micromass telepekben

Modeljeinkben kulcsfontossagu ESC gének — Nanog, Sox2 és Oct4 (vagy
annak madarakban talalhaté homoldgja: a PouV) — esetében is kiértékeltiik
azok mRNS expresszidjanak mintazatat. Az Oct4-et nem tudtuk egér HD
kultdrak mintaiban detektalni. Ennek ellenére a PouV markdnsan megjelent a
csirke modellben a tenyésztés elGrehaladtaval parhuzamosan hatarozott
expresszios csokkenést mutatva. A Nanog és a Sox2 az 6sszes egér modellben
azonosithaté volt. A Sox2 mérsékelt mennyiségben az 6sszes differencialédé
modellben jelen volt a tenyésztés elején, majd a differencialddas
el6rehaladtaval nagyrészt downreguldlédott. Erés Nanog-upregulalcidt
tapasztaltunk a differencidlodd egér modellekben, féként a BMP-2-t
overexpressziald HD kulturakban, mikdzben a csirke telepekben nem volt
kimutathatd expresszid. A fenti markerek egyikénél sem tudunk szabalyszer(
expresszios mintazatrél beszamolni a c-C3H10T1/2 tenyészetek esetében.
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2. Ca* jelatviteli folyamatok vizsgalata csirke HD kulttrakban

A differencidalddd csirke HD kultirdk sejtjeiben gyors spontdn Ca®* oszcilldcidk
figyelhet6k meg

Kombinaltuk a LIVE konfokalis mikroszkdpiat a Fluo-4 festékkel torténé
fluoreszcens kalcium imaging technikdval. Az igy megyfigyelt oszcillacidk
viszonylag széles spektrumot 6lelnek fel amplitidé és frekvencia tekintetében.
A tenyésztés 1. napjan a 240 vizsgalt sejtbél 45, mig a 2. napra mar az 6sszes
vizsgalt sejt 55%-a mutatott spontan kalcium oszcillacidkat. Az oszcillaciok
frekvencidja esetében jelentds csokkenést észleltliink a tenyésztés 2. napjan,
ezzel parhuzamosan viszont az atlagos amplitudojuk szignifikdns mértékben
novekedett. Ugyanakkor a félértékszélesség nem mutatott szignifikdns eltérést
a két vizsgalt tenyésztési nap kozott.

A Ca** oszcilldcidk vdltozdsai

A kovetkez6kben X-Y felvételeket regisztraltunk, hogy vizsgalhassuk a
spontdn Ca?* oszcilldcidk tulajdonségait a 2. tenyésztési napon. Minden egyes
paramétert a megfelel6 id6pontban a kontroll adott értékéhez normalizaltunk.
A nifedipine-nel torténd kezelés nem okozott meggy6z6 eltérést az oszcillald
sejtek aranyaban vagy az egyes tranziensek amplitiddjaban, az oszcillacidk
frekvencidjaban azonban csdkkenést valtott ki. A SOCE gatldszerei viszont
minden vizsgalt idGpontban szignifikdns mértékl csokkenést valtottak ki az
oszcillalé sejtek kontroll csoporthoz viszonyitott aranyaban. S6t, a kezelt
sejtekben 5 perccel kés8bb mar nem latszottak Ca?* tranziensek, tovébba a
Ca?* oszcillacidk amplituddja és frekvencidja szintén csdkkenést mutatott a
kezelés hatasara. Magasabb idGbeli felbontast alkalmazva azt tapasztaltuk,
hogy a LaCl; és YM-58483 hozzaaddsa megsziinteti a Ca?* oszcillacidkat. CPA
kombinalt alkalmazdsa a SOCE gétldszereivel azonnali jelleggel ledllitja a Ca®*
oszcillacidkat. Kalciummentes Tyrode oldatban a sejtek oszcillacidéi csokkené
amplituddk mellett fokozatosan megsziintek.
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A Ca* oszcillaciék mégétt allé molekuldris appardtus részei

A VDCC-k tobb kilonb6z6 alegységhdl tev6dnek Gssze, a
kalciumszelektiv pérusalkoté ai alegység elengedhetetlen szerepet tolt be a
m(ikod6képes csatorna felépitésében. Ennek megfelel6en a csirke HD kulturak
sejtjeiben sikeresen azonositottunk bizonyos L- (Cay1.2 és Cay1.3), R- (Cav2.3)
és T-tipusu (Cayv3.1, Cayv3.2 és Cav3.3) csatorna a; alegységeket, tovabba
fehérjeszinten is azonositottuk a VDCC a; alegység expresszidjat. A funkciondld
CRAC-hez sziikséges molekuldk karakterizalasat is elvégeztiik. Az Orail, Stim1
és Stim2 esetében egyarant stabil mRNS expresszids mintdzatot lattunk a
tenyésztés teljes id6tartama alatt. Tovabba kimutattuk, hogy a STIM1 fehérje
a differenciacid szempontjabdl fontosabb napokon emelkedett expresszids
szintet mutatott. Protein BLAST kereséseink arrél tandskodnak, hogy
ugyanezen antitest a STIM2-t is felismerheti.

A VDCC-k és SOC-ok preciz mlikédése sziikséges a chondrogenesishez

Figyelemre mélté mddon, a 24 6randl tovabb tartd kezelések, amik
soran egyszerre Uritettik a kalcium raktarat és gatoltuk a SOCE-t, teljes
mértékben kivédték a porcképzddést, a folyamatos nifedipine kezelés
komolyan csokkentette a 6. tenyésztési napra a metachromazids porcmatrix
termelését, de meg kell jegyezni, hogy az altalunk alkalmazott koncentracio a
farmakon terapias plazmaszintjénél egy nagysagrenddel magasabb. Hasonldéan
szamottevé chondrogenikus gatlas volt megfigyelhet6 amikor az ER
kalciumraktdranak Uritését a SOCE gatldszereivel kombinaltuk egy minddssze
24 6ras kezelés erejéig a 2. tenyésztési napon. A nifedipine nem okozott
jelentés eltérést a vizsgdlt chondrogenikus markergének mRNS
expresszidjaban, mig a SOX9 fehérje expresszidja ugy csokkent észreveheté
mértékben, hogy kdzben a foszforiladlt formajanak mennyisége nem valtozott.
A SOCE gatlészereinek egylttes alkalmazasa a kalciumraktarak dritésével
hatdrozottan csokkentette a ECM komponenseinek mRNS expresszidjat
anélkil, hogy a Sox9 transzkriptumok szintjére hasonlé hatast gyakorolt volna.
A SOX9 fehérjeszinten hasonldan valaszolt a nifedipine kezeléseknél leirthoz.
Ezenkiviil végeztiink MTT teszteket és vizsgdltuk a 3H-thymidine beépiilését a

17



3. tenyésztési napon, hogy informacioét nyerjiink a sejtek metabolikus
vizsgalt kezelésiink sem vaéltoztatta meg jelentGsen a metabolikus aktivitast,
de volt amelyik majdnem teljesen blokkolta a proliferaciot.

A septinek dtrendezddésének gdtldsa

A septinek atrendez6dését gatld inhibitorral, azaz FCF-fel torténd
kezelés hatdsait szintén vizsgaltuk a csirke HD kultdrdkban. A tenyésztés 6.
napjan metachromazidsan festett telepek jol lathatdéan csokkent mérték(
porcmatrix-termelést demonstraltak. Mindkét vizsgalt kezelési napon
emelkedett mitokondridlis metabolizmust detektaltunk, de a proliferacios rata
dramaian lecsokkent. Az elvégzett 3H-prolin-inkorporécids assay szerint a
kollagéntermelés szintén szignifikdns mértékben csokkent. Mindkét kezelési
napon drasztikus csokkenés mutatkozott a chondrogenikus markerek mRNS
expresszidjaban; mindegyik vizsgalt gén esetén csak az adott olddszeres
kontroll 20%-at érte el az mRNS szint. Az Orail kifejez6dése alig valtozott az 1.
napon tortént kezelést kdvet6en, de igen er6s emelkedés latszott a 2. napi
esetében. Ekozben az itt vizsgalt pluripotencia marker, a PouV, jelentds
névekedést mutatott mindkét esetben.

Egyedi sejteken térténd fluoreszcens kalciummeérés

Annak érdekében, hogy vizsgaljuk az 4dltalunk generalt SOCE
paramétereit megfelelS gatldszerek hozzaaddsa mellett és nélkil, fluoreszcens
intracelluldris Ca** méréseket végeztiink Fura-2-vel feltdltott csirke HD
telepeken, a tenyésztés 2. napjan. Kalciummentes Tyrode oldatban felvett,
CPA-val torténd elGkezelést kovetden visszadllitottuk a normalis extracellularis
Ca?*-koncentraciét, majd rogzitettik egyedi sejtekben az igy kialakulé
citoszdlikus  Ca?*-koncentracié véltozdsokat. A SOCE gdtldszereinek
jelenlétében szignifikdns csokkenést tapasztaltunk mind a tranziensek
amplituddjaban, mind azok emelkedésének maximalis ratajaban a kontrollban
szamitott értékekhez viszonyitva.
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DiszKusszio
1. Kiilonb626 chondrogenikus HD kulturak désszehasonlité analizise
Mesenchymalis differencidcios utvonalak, pluripotencia

A vizsgalt chondrogenikus modellek morfolégiai Osszehasonlitasa
felfedte, hogy a prechondrogenikus nodulusok jelenléte vagy hianya jelenti az
egyik legkézenfekvébb kilonbséget a végtagtelepekbdl szdrmazé és a
sejtvonalbdl létrehozott HD kultdrak kozott. Feltételezhetd, hogy a primer
micromass kulturdk viszonylag nagy szamban fejezik ki az intercelluldris
junkcidkat, féként N-cadherineket, amiknek k&szénhet6en ezek jobban
reprezentdljdk az in vivo szbveteket, ahol szintén megjelennek a nodulusok.
Mindazonaltal az N-cadherinek a C3H10T1/2 sejtvonal kultdraiban is
kifejez6dnek és hatdssal vannak a migracids potencialra. A b-C3H10T1/2 sejtek
csokkent motilitdst mutattak a c-C3H10T1/2  kultdrdk sejtjeivel
Osszehasonlitva, ami egybevag azon eredményekkel, amik szerint a BMP-2
sziikséges az N-cadherin expresszidjanak fokozdodasahoz. A kisérleteinkben
érintett micromass kultdrak chondrogenikus kapacitdsanak vizsgalata soran
stabil mRNS expresszids profilt detektaltunk a kulcsfontossagu chondrocyta-
specifikus gének tobbségének esetében mind a primer, mind a BMP-2-t
tultermel6 HD kulturdkban. A Prg4 kizardlag egér végtagtelep-eredetd
kultdrakban mutatott jelentés expressziot (sajnalatos médon e gén mRNS
szekvencidja nem volt elérhetd a vizsgalt adatbazisokban (NCBI, DDBJ és EMBL-
EBI)), ami jelentds bizonyiték arra nézve, hogy a primer kultirdak nagyobb
egyezést mutathatnak a nativ izlleti porcszovettel. A metachromazias ECM
morfoldgidjat, elrendez6dését és mindségét vizsgalva is megerdbsitettiik ezt a
megfigyelést. Ugyanakkor, tapasztalataink szerint a differencidlédason atesé
modelljeink mindegyike szamottevé osteogenikus differencidciét és matrix-
mineralizaciét mutat. A legfontosabb osteogenikus transzkripcios faktorok
(Runx2 és Osx) mRNS transzkriptumaira vonatkozé eredményeink értelmében
a differenciaciét mutaté kultirdk (a c-C3H10T1/2 kivételével az 6Gsszes)
csontosodasra utalé valtozasokon is atesnek mar a tenyésztés kezdetétdl.
Korabbi tanulmanyok mar megerdsitették azt, hogy mindkét végtagtelep-
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eredet(, illetve a BMP-2-vel kezelt C3H10T1/2 micromass kulttura rendelkezik
osteogenikus potencidllal. Az osteogenesis viszonylag korai meginduldsat
tovabbi osteogenikus markergének mRNS expresszidja is megerdsiti. Azt, hogy
ezek a modellek hasonlé rataval és utvonalon keresztil szimuldljdk az
embriondlis endochondrédlis csontosodast, az Alizarin Red festéssel
megjelenitett matrix-mineralizacié is megerGsitette. Erdekesség, hogy az
izlileti porc markereinek (mint a Snorc és a Prg4) megjelenése nem kilonl el
élesen id6ben a csontosodast fémjelz6 génektél (nevesen az Oc és az Op), ami
azt sugallja, hogy itt a chondro- és osteogenesis az in vivo végtagfejlédéstdl
eltér6en nem szekvencidlis mdédon torténik. A szakirodalmi adatokat
figyelembe véve az adipogenesisre utald jeleket is megvizsgaltuk a kisérletekbe
bevont modellekben. Az Fabp4 mRNS-ét mindegyik micromass kultdraban ki
tudtuk mutatni, de a tenyésztés késGbbi szakaszaban csak a differencidlédé
modellek mutattak upregulaciot, a c-C3H10T1/2 telepei nem. A Ppary2-t
illet6en az eredményeink arra utalnak, hogy csak a b-C3H10T1/2 kulturakban
zajlik adipogenikus differenciacio, elsésorban a tenyésztés késébbi fazisaban.
Ezen eredmény tudatdban 25 napig tenyésztettiink egyes b-C3H10T1/2 HD
kultdrakat, ezekben Qil Red O festéssel nagyszamu, egyetlen nagy zsircseppet
tartalmazd sejtet (nagy valdszinlséggel adipocytakat) taldltunk.
Figyelemremélté mddon a lipidcseppek felhalmozddasat c-C3H10T1/2 telepek
sejtjeiben is megfigyeltik, mig a végtagtelepekbdl létrehozott kultdrak
esetében joval kevesebb, kis méretd lipidcsepp volt 1athaté. Ezek azonban
betudhatok az érett chondrocytak természetes strukturalis komponensének.
Ezeken tal azt is megvizsgdltuk, vajon a HD kulturdk sejtjeinek egy része
megtartja-e pluripotens allapotat. A fébb pluripotencia markerek mRNS
expresszios vizsgalataval kapott eredményeink ramutatnak arra, hogy a sejtek
egy része akar hosszabb tdvon is megérizheti differencidlatlan allapotat.

Megtaldlni a megfelel6 chondrogenikus modellt

A bemutatott kisérletekkel a porcosodé micromass kulturakban
mindharom vizsgalt fontosabb mesenchymalis differenciaciés utvonal
jelenlétét igazoltuk, valamint bizonyitast nyert, hogy pluripotencidjukat
megtartd sejtek is maradnak a kulturdkban, amint azt morfolégiai és mRNS
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expresszios eredményeink is alatamasztjak. Ez impliciten azt jelenti, hogy ezen
in vitro kultarak sejtjei a szekvencialitds helyett inkdbb szimultdn mddon
valnak elkotelezetté, és differencidlédnak az egyes eltéré atvonalakon.
Raadasul a legfontosabb osteo- és chondrogenikus transzkripcios faktorok
MRNS-ei rogton a tenyésztés elején kimutathatdk, mig az adipogenesishez
kulcsfontossagu Ppary2 expresszidja csak e periédus masodik felében jelenik
meg és kizardlag a b-C3H10T1/2 telepekben. Masrészrél viszont az egér primer
HD kultdrdkban észrevehet6en upreguldlédott mindharom dtvonal
markergénjeinek kifejez6dése a 15. tenyésztési napra. A csirke primer HD
telepekben is hasonlé tendencidk lathatok/feltételezhetSk. Az adipogenesis
legmeggy6z6bb jelei a b-C3H10T1/2 HD kultdrdkban lathatok, ellenben a
primer végtagtelep-eredetli micromass kolonidk esetében a megfigyeléseink
olyan lipidcseppek jelenlétét mutatjak, amik vélhetGen az érett chondrocytak
normalis alkotérészei. Adataink szildrdan megerd&sitik, hogy a végtagtelep-
eredet(i modellek szorosabban modellezik az embrionalis porcképz6dést és az
endochondralis csontképzddést. E modellek kozlil a csirke eredetli rendszer
alkalmazasa lényegesen kényelmesebb, kdszonhet6en az egyszer(iségének,
reprodukalhatésaganak, magas hozamdnak és koltséghatékonysdganak.
Amennyiben a modell ismert hatranyai (bizonyos jelatviteli itvonalak forditott
szabdlyozasa, egyes antitestek és szekvencidk elérhetetlensége, némely
kezelGanyag hatastalansaga) nem érintik hatranyosan a tervezett kisérleteket
vagy az adatok értelmezhet6ségét, a felsorolt el6nydk kdnnyedén
ellensulyozzak az egyéb tényezbket.

2. Ca* jelatviteli folyamatok vizsgalata csirke HD kulttrakban
VDCC-k a chondrogenikus sejtekben

A kalcium iont széles korben elismerik mint a legdltaldnosabb
masodlagos messengert. Egyre tobb adat all rendelkezésre azt
aldtdmasztandd, hogy a nem-excitabilis sejtek mint az MSC-k és chondrocytak
a Ca’-kapcsolt jelatviteli Utvonalakat a differencidlédasuk alapvetd
medidtoraként hasznaljdk a fejl6dés soran. Az, hogy az L-tipusu VDCC-re
specifikus gatldszerek, példaul nifedipine és verapamil gyengitették a
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porcdifferenciaciét egér végtagtelep-eredetli micromass kulturdkban, mar
megalapozta ezeknek a plazmamembran Ca?* csatornaknak a jelentéségét e
modellben. Ezzel laboratoriumunk kordbbi eredményei is szépen
egybevdagnak. A kalciumdependens jeldtvitel fontossagat az itt bemutatott
adatok is tisztan jelzik, ezen belil is egyértelm( szerepe van az extracellularis
Ca?*-nak, ami a chondrogenesisben fontos kalciumforras a plazmamembranon
keresztlli bearamlas révén.

Elvégeztiik a Cay a; alegységek atfogd mRNS expresszids analizisét, és
megerdsitettik két L-tipusu (Cav1.2 és Cavl.3), egy R-tipusu (Cav2.3) és
mindharom T-tipusu (Cav3.1, Cav3.2 and Cay3.3) csatorna jelenlétét. A VDCC-k
porcdifferencidciéban bet6ltott szerepét azaltal is megeréGsitettiik, hogy ugy
taldltuk, a Cay a; alegység fehérjéi folyamatosan jelen vannak a teljes
tenyésztési periodus alatt, illetve a nifedipine folyamatos alkalmazasabol
szarmazo eredményeink is erre utalnak. Tovdbba a porcspecifikus ECM-
termelés és a SOX9 fehérje kifejez6dése egyarant markans csokkenést
mutatott a kezelés hatdsara. A T-tipusd VDCC-k kilondsen valdszinl, hogy
fontos szerepet toltenek be a nem-excitdbilis sejtek sejtciklusanak
szabdlyozadsaban, tobbek kozott annak kdszonhetéen, hogy a nyugalmi
membranpotencial viszonylag kis valtozasaira is igen érzékeny. Figyelemre
mélté médon mindharom T-tipust VDCC folyamatosan kifejez6dik a csirke HD
kultarakban, ami fontossagukat jelzi. Mivel a nagy sejtstirliség kiemelked6en
fontos az in vitro porcosodashoz, varhato volt, hogy a proliferaciét akadalyozé
kezelések (a VDCC-k gatlasa révén) gatolni fogjdk a HD kulturdk
chondrogenikus differencidciéjat. Eredményeink azt igazoltak, hogy a
nifedipine lényegesen csokkentette a sejtosztéddasi ratat. Ezen
megfigyelésekbdl kdvetkeztetlink arra, hogy a VDCC-k nagy valdszinliséggel
jelent6s hatast gyakorolnak a sejtosztddasra, amivel kapcsolatban pedig
ismert, hogy a mesenchymidlis chondrogenesis kondenzdacids fazisanak
hangsulyos el6feltétele.
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SOCE a differencidlédé chondrocytdkban

A citoszdlikus kalciumion koncentraci6 megemelkedéséhez tovabbi
forrdsok is hozzajarulhatnak. Ezek k6z6tt jelentés a Ca?*-raktarakbdl térténd
felszabadulas InsP3R vagy RyR csatorndkon keresztil. Az InsP3R esetében
annak mRNS és fehérje expresszidjat is sikerilt kimutatnunk a modelllinkben,
a RyR funkcionalis kifejez6dése azonban nem volt azonosithaté. Azok a
jelatviteli atvonalak, amik InsP3 termeléshez vezetnek, kdnnyen kilrithetik az
a csirke végtagtelepekbdl létrehozott kulturdk sejtjeinek ER Ca?*-raktérait,
mivel ezek a raktdrak rendszerint kis kapacitdssal birnak nem-excitdbilis
sejtekben. A raktarirités kovetkezményeként CRAC-aktivacié torténik az ER
raktarak feltdltésének érdekében, igy megvaldsul a SOCE. Fontos és igazan
Ujszerl eredményilink a CRAC-ek és egyéb SOCE-hez kapcsolédé molekuldk
jelenlétének igazolasa, ami kordbban sem érett, sem fejl6dé chondrocytakban
nem kerilt még leirasra. Az Orail, Stim1 és Stim2 mRNS expresszids szintjei
egyarant stabilnak mutatkoztak a tenyésztés teljes id6tartama alatt. Tovabba
a STIM1 expresszidjat fehérje szinten is kimutattuk. Ezeken kivil a SERCA
gatlasat SOCE-blokkolékkal egyiitt alkalmazva az in vitro porcosodas majdnem
teljes megsz(inését tapasztaltuk, ami arra utal, hogy az ER raktdrak és a SOCE
kulcsszerepet tolthetnek be a differencidlédo chondrocytak
kalciumhomeosztazisaban. Erdsen hasonld eredményeket hoztak a SOCE-t
alternativ Uton gatld kisérleteink, ahol a septin filamentumok atrendezédését
gatoltuk. Ez a CRAC-aktivacionak egy a kozelmultban ismertté valt lépése.
Miutdn a Ca?*-homeosztazis az ER kalciumraktarak elégtelen Gjratdltése miatt
zavart szenved, a sejtproliferacié merl fel mint a csékkent porcképzédés egyik
lehetséges oka. Ezzel 6sszhangban vannak a kapott eredményeink, az
osztddasi rata a raktariritéssel kombindlt SOCE-blokk és a septinek
atrendez6désének gatldsa mellett nagyon alacsony szintre esett, mig a
mitokondridlis metabolizmus nem, vagy csak kis mértékben valtozott. Az
szintén emlitést érdemel, hogy a PouV expresszidja a differenciacid
stadiumanak megfelelen valaszol a SOCE befolyasolasara, ami azt sugallja,
hogy a kalciumhomeosztazis szerepe tulmutat a proliferacids rata
fenntartasan. Tovabba az Orail mRNS expresszidjanak a differenciacié
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kulcsperiédusara id6zitett FCF-kezelést kovetd er6s megemelkedése egy
esetleges kompenzatérikus mechanizmus |étezését, illetve a funkcionald
CRAC-ek porcdifferenciaciéban (és nem csak a proliferacidban) betoltott
fontos szerepét proponalja.
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OsszEFOGLALAS

Jelen doktori értekezésben bemutatott eredmények 0Osszegezni
hivatottak a C3H10T1/2 sejtvonalbdl és az embriondlis végtagtelepekbdl
létrehozott high density kultdrak kiilonb6z6 mesenchymalis irdnyokban
torténd differencidlédasat vizsgald osszehasonlité elemzésiink, valamint az
embriondlis csirke eredetd primer micromass kultirdk Ca®* homeosztazisat
célzo kisérleteink tapasztalatait. A disszertdcid legfontosabb eredményei és
kovetkeztetései a kovetkezbk:

® Az 6sszehasonlitd tanulmanyunk egyik jelentGs tanulsaga, hogy a
morfoldgiai és molekularis vizsgalataink tulnyomé részben jo
korrelaciéban dllnak. Analizisiink szerint a végtagtelep-eredetl
sejtkulturak elénydsebb alternativat képeznek az osteochondralis
differencialddas in vitro modellezésére, mint a vizsgalt sejtvonal; a
chondrogenikus nodulusok képz6dése, a relevans marker gének
erGteljesebb kifejez6dése és az adipogenesis lathatd hianya mind
azt sugallja, hogy a primer kulturakban képz6d6 porcszovet jobb
tulajdonsagokkal bir.

e Az adipogenesis morfoldgiai jeleit elsésorban a c- és a b-C3H10T1/2
nagy sejtslrlségl (HD — high density) kulturdk mutatjdk. Ezzel
parhuzamosan a BMP-2-t overexpresszalé sejtekben a Ppary2
fellilszabdlyozdsa is megfigyelhets, ami egy zsirsejt-specifikus magi
receptor és az adipogenesis egyik f6 regulatoraként ismert.

®  Habar a pluripotencia markereinek mRNS szintjei meglehet&sen
zavaros mintazatot mutatnak, az Oct4 csirke homoldgjanak, azaz a
PouV-nek, szabalyos csokkend tendenciat mutatd kifejez6dése
egyértelmdien a differencialddas elérehaladdsat jelzi. Ennek soran
a végtagtelep-eredetli HD kultura egyre tobb sejtje vesziti el a
pluripotens jellegét, feltételezhet6 azonban, hogy a vizsgilt
periddus legvégéig maradnak pluripotens sejtek a sejtkulturakban.

e A differencialédé csirke HD kulturak sejtjeinél a tenyésztés elsé és
masodik napjan jellemz8 gyors lefutdsi Ca?* tranzienseket
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figyeltink meg, amelyek megjelenése a porcfejlédés
el6rehaladtaval jelent&sen valtozott a kifejez6 sejtek szdamanak és
aranyanak tekintetében.

e A chondrogenikus sejtek kalciumhomeosztazisanak
laboratériumunk altal korabban leirt komponensein tul az
oszcillaciok képzéséhez és fenntartasahoz sziikséges molekularis
gépezet szamos nélkilozhetetlen elemét kimutattuk: mRNS szinten
a fesziiltségfiiggd Ca** csatorndk (L-, R- és T-tipusi VDCC-k) al
alegységeit és a SOCE folyamataért kdzvetlenl felel6s molekulakat
(Stim1/Stim2 és Orail) irtuk le. Fehérje szinten pedig a
fesziiltségfliggd Ca?* csatornak kalciumszelektiv pérus doménjét
alkoté al alegységek, valamint a STIM1/STIM2 fehérjék jelenlétét
igazoltuk.

e  Csirke végtagtelep HD kulturdkon végzett egysejtes Ca?* mérések
soran kimutattuk, hogy az alkalmazott SOCE gatlas jelent6sen
csokkenti a raktariritést kovet6 Ca?* influx, azaz a SOCE
paramétereit.

e  Ugy tinik, a Ca?* belépését gatld anyagok dnmagukban is képesek
komoly zavarokat okozni a porcosodd csirke sejtkultirdk Ca*-
homeosztazisdban. Ezt a kezelést a bels6 raktarak Uritésével
kombinalva még kifejezettebb hatast tapasztaltunk, aminek ténye
egyarant kiemeli a raktarak és az extracellularis kozeg szerepét is a
Ca?* oszcillacidk fenntartdsdban. Az L-tipusu fesziiltségfiiggd Ca?*
csatorndk gatlasa megfigyeléseink szerint csak a Ca?* tranziensek
frekvenciajat befolydsolta, mig Ca?*-mentes Tyrode oldatban az
oszcillaciok amplitiddja fokozatosan nullara csékkent. Utdbbi
allapot — amellett, hogy az extracelluldris Ca?* szerepét még jobban
kihangsulyozza — az itt nem vizsgdlt eltdvolitd mechanizmusok
szerepére is ravilagit.

Funkcionélis vizsgalataink sordn mind az L-tipusu Ca?* csatornék gétldsa,
mind a SOCE inhibiciéja csokkentette a tenyésztési peridodus soran képz6dott
metachromatikus porcmatrix mennyiségét. Erdekes médon egyediil a SOCE
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gatlasa volt az, ami mRNS szinten is csdokkenést okozott kulcs chondrogenikus
markergének expresszidjaban, mig a fehérje szintl valtozasok valamivel
nehezebben attekinthetd képet mutatnak, de konzekvens médon a SOX9 aktiv,
foszforilalt formdjanak mennyiségében itt is a SOCE gatlasa okozott
szdmottevd csokkenést. Rendkiviil érzékletesen szemlélteti a Ca?* jeldtvitel
fontossagat a sejtciklus normalis lefutasaban az a tény, hogy mindkét
kezeléslink esetében ugy kaptunk jelent8s csokkenést a proliferaciéra nézve,
hogy kozben a sejtek mitokondridlis aktivitasa (,életképessége”) csak
elhanyagolhatd mértékben valtozott.

Eredményeink azt sugalljdk, hogy a Ca?-homeosztazis egyes
komponensei mas-mas mértékd és jellegli hatast fejtenek ki adott sejtbioldgiai
folyamatokra és/vagy jelatviteli Utvonalakra hatva. Vagyis ugy tlinik, hogy
példaul a specifikus porc ECM molekuldk mRNS expressziéjat inkabb a SOCE
hatdrozza meg, mintsem a VDCC-k, mig a proliferacid latszélag barmilyen olyan
véltozdsara érzékeny, aminek sordn a citoszdlikus [Ca**] vdltozdsainak
fiziolégids mintazata megvaltozik.
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