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Bevezetés

A hyalinporc felépitése és élettani sajdtossdgai

Az embri6 kezdeti fejlddése sordan a vazrendszer tulnyomé tobbségében
porcszovetbdl 4ll. A hyalinporc a beldle késobb endochondrdlis csontosoddssal
kialakul6 csontok vazat alkotja. A csontosodas folyaman a hyalinporc képezi a
gyermek- és serdiildkorban bekovetkezd gyors hossznovekedésért felelds
epiphysis porckorongot. Felnott korban az izesiilo csontok felszinét boritja mint
iziileti porc, azoknak rendkiviili kopésallosdgot biztositva egész életiink sordn.
Megtaldlhat6 ezenkiviil az egyes zsigerek (gége, 1€gcsO, bronchusok) vazat ado
allandésult porc formdjaban is. A porc érmentes szovet, a porcsejtek diffuzidval
taplalkoznak a perichondriumbdl, a kornyezd szovetekbdl, valamint iziileti porc
esetén a synovidlis folyadékbdl. Ezen tulajdonsdg miatt a porc lassu
anyagcseréjl, bradytrop szovetnek tekinthetd. A makroszkdpos €s mikroszkopos
morfolégiai sajatsagok alapjan a porcszovet harom nagy csoportba sorolhato:

-A hyalinporc (livegporc), melyet homogén, amorf matrix jellemez.

-Az elasztikus porc, melynek matrixa rugalmas rostokat tartalmaz.

-A rostos porc, melynek matrixa tomott kollagénkotegekbol 4ll.
A kiilonbo6z0 tipusok kozott csak a kerekded morfologidja chondrocytdk jelentik
a hasonlésagot, melyek jelentds mennyiségli, specidlis Osszetételli €s szerkezetii
extracellularis matrixba (ECM) d4gyazddnak. Jelen kutatdsaink targyat a
hyalinporc képezte, mivel az iziileti porc degenerativ elvéltozasa az arthrosis,
valamint annak gyulladdsos eredetli megbetegedései, az arthritis és a

rheumatoid arthritis a tarsadalom jelentds részét érintd problémak.

A porcdifferencidlodds tanulmdnyozdsdra szolgdlo modellek. A nagy siiriiségii
(high density, HD) sejttenyészet

A Hamburger - Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési stidiumban 1évo
csirkeembriok végtagtelepeibol izoldlt primer HD sejttenyészet az egyik

leggyakrabban hasznélt in vitro porcdifferencidléoddsi modell. Ezen



mesenchymalis  kultardkban a  chondrogenikus sejtek  proliferacioja,
kondenzécidja az elsd tenyésztési nap folyamdn zajlik, majd a madsodik és
harmadik napon a nodulusok sejtjei elvesztik fibroblast-szerli morfologidjukat,
kerekded porcsejtekké differencidléodnak. A tenyészetek sejtjei autokrin és
parakrin faktorokat valasztanak ki, mintegy onmaguk szamara biztositva ezzel a
differencidlodashoz  sziikséges feltételeket. A  megfeleld  sejtstriiség
fiiggvényében a HD sejttenyészetben 6 nap alatt spontdn differencidlédds megy

végbe.

A porcdifferencidlodds intracelluldris szabdlyozdsa

A mesenchymalis prekurzorokbol fejlodé chondroblastok esetében
alapvetd a Sox9 ,,mestergén” szerepe mind a mesenchymalis kondenzécidban,
mind a korai chondroblast differencidlédasban. Ez a transzkripcids faktor felelos
a Il-es tipusi kollagén és aggrekdn magfehérje génjeinek atirddasaért.
Ugyanakkor a protein-kindz C (PKC) izoenzim-csalad 4ltal szabdlyozott MAP-
kinazok (Erk1/2) is fontos szereppel birnak a molekularis szintii szabalyozasban,
melyek a sejtet €rd kiilsd ingerek, valamint a sejt bels6 allapotatdl fiiggben
osztddas vagy differencialodas, apoptozis vagy tulélés irdnyaba terelik a sejt
tovabbi sorsat. A porcdifferencidlédas szabélyozdsa sordn a donto jelentdségli
folyamatok Ca**-dependens jelatviteli titvonalak révén szabalyozottak,
hasonld6an mds, nem-ingerelheto sejtek esetén leirtakhoz. Korabbi eredményeink
alapjan a porcdifferencidlédds folyamdn a citoszdlikus [Ca®] jellegzetes
véltozdsokat mutat. A differencidlédds napjan mérhetd megemelkedett [Ca**]-

hoz sziikséges ionokat a sejtek elsOsorban az extracellularis térbol veszik fel,

feltehetOen ionotrép purinoreceptorokon keresztiil.

A vdzizom felépitése és élettani sajatossdgai
A vazizomzat a mozgds aktiv szerve, legfontosabb feladata a test vazat

alkoté elemek elmozditisa egymdashoz képest, ezaltal a test helyének, illetve



helyzetének a modositdsa. A vazizomzat elemi egységei a vazizomrostok,
amelyeknek alapvetd mukodési formdja az idegi utasitisra bekovetkezd
0sszehuzodas (kontrakcid). Az izomroston belil a myofilamentumok
myofibrillumokba tomoériilnek, utdébbiakat a vazizom igen fejlett intracellularis
membranrendszere, a sarkoplasmaticus reticulum (SR) veszi koril. A
transzverzalis vagy T-tubulusok a felszini membrin betiiremkedései és a
termindlis ciszterndkkal egyiitt alkotjdk a harantcsikolt izom funkcionalis
egységét, a triddot. A kontrakcié létrehozdsdhoz sziikséges Ca®* az SR
termindlis ciszterndibol szabadul fel az elektromechanikai kapcsolat révén. Ezen
szerkezetileg €s funkciondlisan egylittmiikodo molekulakomplex mikodésének
lényege, hogy a sarkolemman, valamint a T-tubulus membrdanon végighalado
akciospotencidl a membrinban elhelyezkedd dihidropiridin-receptor (DHPR)
konforméciévaltozasit okozza, mely megnyitja a belsé Ca**-raktarként szolgal6
SR Ca®*-csatorndjit, a rianodinreceptort (RyR), ezéltal Ca®*-felszabaduldst
eredményezve. A vazizommal kapcsolatban is megemlithetoek olyan szerzett
vagy Oroklott betegségek, mint a myotonidk, progressziv izomdystrophidk,
izomatrophia, melyek gyakran fatdlis kimeneteliiek, még az idOskor elérését

megeldzoen.

Az izomfejlédés modellezése az izom Ca’*-hdztartdsdnak vizsgdlatdra alkalmas
sejtkultirakban

Az 1zomfejlddés in vitro vizsgalatara két modell terjedt el. A kifejlett
izombol prepardlt szatellitasejtek tenyésztésével nyert primer kultdra mellett
immortalizalt sejtvonalakbol inditott izomtenyészetek (pl. C2C12-egér, L6-
patkdny myoblastok). A myogenesis korai szakaszdban a myoblastok Ca**-
haztartdsa leginkabb a simaizomsejtekre hasonlit. A késobbi érés és
myotubulussd torténd differencidlodds sordn megvalosul az SR folyamatos
szervezédése, megjelenik a Ca**-indukélt Ca**-felszabadulds, majd az egyre

fejlettebb SR megjelenésével dontd szerep jut a rianodinreceptorokon keresztiil



torténO, elektromechanikai kapcsolat révén megvaldsulo, fesziiltség-indukalt

Ca**-felszabaduldsnak (VICR).

A Ca**-felszabadulds szabdlyozdsa és a vdzizom intracelluldris Ca’*-eseményei

A triadinr6l, az SR membrin egyik integrans fehérjéjérdl, kimutattak,
hogy kapcsolatban 4ll mind a RyR-rel, mind az SR lumenben taldlhaté6 Ca*'-
koto fehérjével, a calsequestrin-nel. Ezen szoros kolcsonhatds kovetkeztében
feltételezhetd, hogy a triadin befolydsolja a RyR mikodését. A primer
vazizomtenyészetben megfigyelheté spontin Ca**-tranziensek a T-tubulus
membranon végigfutd akciés potencidl kovetkeztében jonnek létre az
elektromechanikai kapcsolat eredményeként. Az akcidés potencidlok a
membranpotencidl helyt ingadozdsai miatt keletkeznek, melyek a
fesziiltségfiiggd Na'-csatorndk megnyitdsdn keresztiil aktivaljdk a dihidropiridin
receptorokat, majd az SR Ca**-csatorndit. Az emberek és sparkok egyetlen vagy
néhany (10-50) rianodinreceptor megnyildsdnak eredményeként lokalisan
keletkez6, elemi Ca**-felszabaduldsi események (Elementary Calcium Release

Events, ECRE).



Célkitiizések

Fontos, hogy a rendelkezésre 4ll6 legmodernebb ismeretek, tudoméanyos
kutatdsi modszerek birtokdban probaljuk megismerni az egyes szervek, szovetek
kialakuldsanak és mikodésének sajatsagait, génjeinek és fehérjéinek az intakt
fiziologiai  4dllapotot  biztositd  egyiittmikodését.  Egyetemi  doktori
értekezésemben két mesenchymalis eredetli szovettipus, a porcszovet és a
vazizomszovet Ca2+—homeosztéziséval, tovabba a differencialédast és az érett
szovet fenntartdsat biztositd, intracelluldris [Ca**]-t szabdlyozé fehérjékkel
kapcsolatos legdjabb kutatdsainkrdl szdmolok be. Az intracelluldris [Ca®'] és
annak megfeleld szabdlyozdsa alapvetd fontossigu ezen szovetek mind
intrauterin €s posztnatdlis fejlddésében, mind egészséges mikodésében. Az
élettan €s molekuldris biologia hatarteriiletén mozogva vizsgaltuk az eddig
kevéssé kutatott in vitro primer porcdifferencialodist kisérd intracelluldris
[Ca®] viltozdsokat, valamint a purinoreceptorok feltételezett szerepét a
kutatocsoportunk altal mar igazolt, a differencialédast kiséré intracelluléris
[Ca®*] emelkedésben. Kutatdsaink maésik részében a vézizom Ca**-
homeosztazisanak optimalis szabdlyozdsiban részt vevO, de eddig pontos
funkciéjat tekintve ismeretlen Trisk 95 (a triadin 95 kDa molekulasilyt
izoformaja) vazizomfehérje szerepét probaltuk felderiteni, expresszidjdnak
modositasara irdnyuld kisérletek révén. Konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkop
segitségével line-scan technikdt alkalmazva elemi Ca®*-felszabaduldsi
eseményeket vizsgdltunk kontroll €és triadint overexpresszald, ill. shRNS
technika révén csokkentett fehérje expressziot mutatd izomsejteken. Annak
megallapitasat tliztiik ki célul, hogy a sejtek éltal termelt triadin mennyiségének
modositdsa befolydsolja-e ezen események jellegzetes paramétereit, az
amplitadot, frekvencidt és félért€kszélességet. Az emlitett sejteken lehetOség
nyilt egész sejten torténd fluoreszcens intracelluldris [Ca®*] mérésre is, melynek
sordn myotubulusokon kiilonb6z6 mdédokon kivaltott Ca*'-tranziensek

Osszehasonlito vizsgdlatat végeztiik el.



Anyagok és modszerek

Sejtkultiarak
Primer, nagy siiriiségii ( high density, HD) porctenyészet

A porcosodé6 mesenchymalis sejteket Ross fajtdju, fehér hushibrid
csirkeembriok  distalis  végtagtelepeib0l izoldltuk. A  végtagtelepeket
fénymikroszkop alatt eltavolitottuk €s azok enzimatikus emésztését kovetden a
sejtekbSl nagy stiriségli (1,5%10" sejt/ml) sejtszuszpenziét készitettiink. A
szuszpenziébol 100-100 pl-es cseppeket vittiink milanyag Petri-csészékben
elhelyezett feddlemezekre. A sejteket 37 °C-on, 5% CO, és 80% relativ
paratartalom mellett termosztilva, Ham’s F12 tdpoldatban tenyésztettiik. A
kicseppentés napjat tekintettiik a tenyésztés nulladik napjdnak. Az igy
létrehozott primer porcosodd kulturdkban a 2., ill. 3. napon torténik a porcsejtek
kialakuldsa. A tenyésztés befejezését jelentd 6. tenyésztési napon nagy
mennyiségli extracelluldris matrix-szal koriilvett porccsomdk lathatok a

megfestett tenyészetek mikroszképos vizsgalata sordn.

Vdzizomtenyészetek és a fehérjeexpresszio modositdsa céljabol alkalmazott
transzfekcios technikdk
C2C12 vdzizomsejtek tenyésztése

A C2Cl12 myoblastokat Dulbecco 4ltal modositott 10% foetalis
borjuszérumot tartalmazé Eagles’s Mediumban (DMEM) tenyésztettiik. A
sejteket 37 °C-on, 5% CO, jelenlétében inkubdltuk. A sejtek myotubulussa
torténd differencialodasat a tdpoldat modositasdval biztositottuk 90%-os

konfluencia elérését kovetoen.

C2C12 sejtek — liposzoma medidlt plazmid transzfekcio

A C2CI12 sejtek transzfekcigjdhoz a Trisk 95 cDNS-sel klonozott
pcDNA 3.1 eukariota expresszids vektort hasznaltuk. A transzfekciot Opti-
MEM tépoldatban végeztiik, lipofectamine 2000 reagens felhaszndlasaval. 48



Oras expressziot kovetden a transzfektilt tenyészeteket 1000 pg/ml geneticint
tartalmaz6 DMEM tépoldatban tenyésztettiik tovabb. A szelekcié 14—18. napjan
transzfektdlt sejtkolonidkat izolaltunk. A Trisk 95 fehérje tultermeltetésének
hatékonysdgat az egyes klonokban immuncitokémiai médszerrel ellenOriztiik. A
funkcionalis méréseket mind kontroll, mind transzfektdlt myoblastokbodl

differencidltatott 5 - 7 napos, sokmagvu izomcsoveken végeztiik.

Primer vdzizomtenyészetek

Ezen tenyészetek készitéséhez tjsziilott, 1 napos egér, valamint 5-10
napos patkdny egyedeket haszndltunk. A felhasznalt allatokat a Debreceni
Egyetem Allat-Etikai Bizottsdga dltal jovdhagyott protokoll szerint dldoztuk fel,
a vazizmokat az d&llatok hats6 végtagjaibol prepardltuk ki, Hank-oldatba
helyeztiik, majd apr6 darabokra vagtuk. Az izomszovetet emésztettiik, majd az
enzimreakciot 10% 16szérum hozzaadasaval allitottuk le. Sziirés €s centrifugalas
utian Ham’s F12 proliferaltaté tdpoldatban 37 °C-on, 5%-0s CO, tenzid mellett
inkubdltuk Oket. Két nap milva a sejtek myotubulusokkd torténd

differencidlodasat 5% l6szérumot tartalmazé DMEM t4poldattal indukaltuk.

Egér eredetii, primer vdzizomtenyészet — adenovirus medidlt géntranszfer

A primer, egér eredetll vazizomtenyészetekben rekombindns adenovirust
hasznaltunk a Trisk 95 vazizomfehérje expressziéjanak modositdsara. Kontroll
virusként rAdV5-DsRed-t, amely a piros fluoreszcens protein cDNS-ét
tartalmazta és expresszdlta, valamint az rAdV5-Tisk95-ires-DsRed rekombinans
virust, amely a piros fluoreszcens proteinen kiviil a vazizom Trisk 95 teljes
szekvencidjat is hordozta CMV promoéter szabdlyozasa alatt. A proliferalo
primer myoblastok fertozése 90%-os konfluencidnal, 40-szeres multiplicitast
alkalmazva, sz€érummentes Ham’s F12 tapoldatban tortént. A funkciondlis
vizsgélatokat az infekcid/differencialodds utdn 55-60 ora elteltével, konfokalis

mikroszkdpos technikaval végeztiik differencidlt myotubulusokon.



Primer, patkdny eredetii, vdzizomtenyészet — liposzoma medidlt shRNS
transzfekcio

A primer patkdny eredetli vazizomtenyészetekben RNS interferencia
modszert alkalmaztunk az endogén Trisk 95 fehérje expresszidjadnak
csokkentésére/gatlasdra. A Trisk 95 fehérje mRNS-ére specifikus shRNS
szekvencia sense 1€gi0ja: GGCAAAGATGTAAAGCCTAAA, antisense régidja:
STTTAGGCTTTACATCTTTGCC. A Trisk 95 fehérje megjelenését immuncitokémiai
modszerrel vizsgédltuk az izomdifferencidlodas kiillonbozo szakaszaiban (2—4.
napig). Az shRNS-t liposzoma medialt transzfekcidval juttattuk a sejtekbe a
differencidlodds megkezdését kovetd 24-30 oraval, a Trisk 95 fehérjének a
myotubulusokban torténd megjelenését megeldzOen. Az RNS interferencia
hatékonysagat immuncitokémiai modszerrel ellendriztiik. Az ugyanilyen koru

myotubulusokon Ca**-méréseket végeztiink konfokalis mikroszkép segitségével.

Immuncitokémia

Az aldbbiakban targyalt immunfestési technikat egyarint alkalmaztuk
C2C12 sejtvonalon és primer, vdzizom sejtkultirdn a Trisk 95 fehérje
kimutatdsara, valamint primer HD sejttenyészeteken a P2X ionotrép
purinoreceptorok vizsgdlatiara. A sejtkultirdkat jéghideg 4%-os paraformaldehid
oldatban fixaltuk. A sejtmembran permeabilizdlasat 0,1%-os Triton X-100-zal
biztositottuk, majd az aspecifikus helyek blokkol4sara 1% borjuszérum albumin-
oldatot (BSA-t) hasznaltunk. Ezt koOvetden a sejteket primer antitesttel
inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan keresztiil. Ezt kdvetden minden tenyészet
esetén fluoreszceinnel konjugélt masodlagos IgG-t alkalmaztunk. A sejtmagokat
DAPI-val (4’,6-diamidino-2-fenilindol) tettilk lathatévda. Az eredményeket

fluoreszcens vagy konfokalis mikroszkoppal értékeltiik.
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RT-PCR

Az RT-PCR analizishez a kiilonb6z6 kora HD tenyészetek sejtjeibol teljes
RNS-t izoldltunk Quiagen Rneasy® Micro Kit segitségével. Az igy nyert RNS-
mintdbol Omniscript reverz transzkripcios kit felhasznaldsaval, oligo(dT)
primerek segitségével cDNS-t készitettiink. A specifikus cDNS-szekvencidk
amplifikici6jdhoz hasznalt primerek-et az interneten hozzaférhetd csirke
nukleotid-szekvencidk alapjan allitottuk eld. A PCR-mintdkat végiil 1,5%-os,

ethidium-bromiddal megfestett agar6zgélen vizsgaltuk.

Membran-frakci6 preparalas

A mintdk begylUjtéséhez a tenyésztés minden napjan (1-6. nap)
sejtkultardkat arattunk. A sejtpelletet homogenizacids pufferben szuszpendaltuk.
A mintédkat folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk és felhasznalasig -70 °C-
on taroltuk. A HD sejttenyészetek plazmamembran-frakcidjanak izoldlasara a
szonikalt mintadkat 50 000 g-n centrifugaltuk 90 percig, 4 °C-on. Az iiledéket
50 ul 1% Triton X-100-zal kiegészitett homogenizacids pufferben triturdltuk
jégen. Egy 6ra triturdlds utdn ismét 50 000 g-n centrifugdltunk 55 percig, 4 °C-
on; a feliiluszé tartalmazta a plazmamembrin-frakciot, amit a Western-blot

analizishez hasznaltunk.

Western-blot analizis

A Western blot vizsgdlathoz haszndlt mintdkat 1/5 térfogati, O6tszoros
toménységli elektroforetikus mintapuffer hozzdadasaval kezeltikk és 5 percig
80 °C-on foztik. A fehérjéket -elektroforézis segits€gével nitrocelluloz
membranra transzferdltuk. A membranokat PBS-ben oldott sovany tejpor 5%-o0s
oldataval blokkoltuk, majd egy éjszakan at (4 °C-on) inkubdltuk a primer
antitest hozzdadasa utan. Haromszor 10 perc PBST-s (0,1% Tween 20-szal

kiegészitett PBS) mosds utdn a membranokat torma peroxiddzzal konjugalt nyul
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ellen termeltetett I[gG-vel inkubdltuk. A jeleket kemilumineszcencids reakcioval

detektaltuk.

A porcmatrix mennyiségének meghatarozasa extracellularis ATP, ADP,
UDP, UTP és suramin alkalmazasat kovetoen

A HD sejttenyészetek tapoldatat egyszeri 100 uM ATP-vel, 180 uM ADP,
UDP ¢és UTP-vel, valamint 10 uM suraminnal egészitettiilk ki a tenyésztés 3.
napjan. A HD sejttenyészeteken a porcmadtrix mennyiségét metakromaziis
festéssel tettiikk lathatova: Dimetil-metilénkék festés (DMMB) esetén alkohol és
formalin 4:1 elegyében fixaltuk a differenciélt porctenyészetet, minden esetben a
tenyésztés 6. napjan. A festéshez 0,1%-os DMMB-t hasznaltunk 3%-os
ecetsavban oldva (5 perc). Az eredményt vizudlisan értékeltiik. Toluidinkék
festésnél (TB) fixélast (28% etanol, 4% formalin és 2% ecetsav) kovetden a
tenyészeteket glicin-HCI pufferben (pH: 1,8) oldott 0,1% toluidinkékkel
festettiik, majd a kontroll ill. kezelt tenyészetekbdl kivont festék abszorbancid;at

625 nm-en (ODg,s) fotometrids modszerrel mértiik meg.

A HD sejttenyészetek altal a tapoldatba szekretalt ATP meghatarozasa

A HD tenyészetek sejtjei altal szekretdlt ATP-mennyis€g meghatarozasa
az adenozin 5’-trifoszfat Bioluminescent Assay Kit felhasznaldsaval tortént. A
rendszer elve a luciferdz enzim altal katalizalt reakcio: ATP+luciferin  Adenyl-
luciferin+PP; Adenyl-luciferin+O,  Oxyluciferin + AMP+CO,+fényreakcio.
A méréshez minden alkalommal a sejtekrol szdrmazé és pH 7,8-ra éllitott
tapoldat 50 pl-ét haszndltuk, 2 parhuzamos kisérlet sordn. A mintak

lumineszencidjat microwell plate reader késziilékkel mértiik.

Egyedi sejteken torténé fluoreszcens, intracellularis [Ca®**]-mérés
A kiilonbozo kord HD sejttenyészetek, valamint a véazizomtenyészetek

sejtjeinek intracelluldris [Ca**] viltozdsait a Fura-2-AM fluoreszcens Ca**-kotd
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festék segitségével mértiik. A feltoltést 37 °C-on, termosztatban, 90 percen at
végeztiik. A sejtekbe juttatott fest€k 340 és 380 nm hullamhosszisagok kozott
véltakozé gerjesztését a Photon Technology International (PTI) Delta Scan™
kettds monokromatoros berendezés biztositotta. A Fura-2 4altal kibocsatott
fluoreszcens fényt 510 nm-en interferenciasziir0 kozbeiktatdsaval egy
fotoelektron-sokszorozd (PMT) segitségével detektaltuk. A két hullamhosszon
torténd gerjesztés soran mért fluoreszcencia-ért€kek hanyadosabdl (R=F3,4¢/F3g)
az alabbi egyenlet alapjdn szamitottuk ki az intracelluldris [Ca®"]-t:

[Ca’*]i=KpB*(R-Rin)/(Rpmax-R).

Konfokalis mikroszkopos mérések

Vizsgalatainkban a Zeiss LSM 510 META [ézer-pdsztizé mikroszképot
hasznaltuk Fluo-3 vagy Fluo-4 fluoreszcens Ca’*-koté festékkel feltsltott sejtek
Ca® tranzienseinek nyomonkovetésére. Az intracelluldris [Ca®'] és gy a festék
altal kotott Ca® mennyiségének emelkedésekor a festék fluoreszcencidja
fokozodik, ami fényintenzitds novekedésként detektdlhatd. A normalizalt
fluoreszcencia-intenzitist line-scan imaging (x,t), illetve kétdimenzids (X,y)
leképezési mddszerrel vizsgaltuk €s jelenitettilk meg.
A Fluo3-at és a Fluod-et argonion-l€zerrel gerjesztettik (488 nm), és a
fluoreszcencia intenzitdst 500-570 nm-es datereszt0 szlird segitségével
detektaltuk. A képeket automatikus eseménydetektalé programmal analizaltuk,
melyet az intézetiinkben fejlesztettek ki. A program a felismert események
paramétereit — amplitad6 (AF/F,), FWHM (Full Width at Half Maximum, azaz a
félértékszélesség, a maximalis amplitado felénél levd tavolsag) és az idotartam —

1s szdmolja.
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Eredmények

Porcszovet — primer, HD sejttenyészetek
Az extracelluldarisan alkalmazott ATP citoplazmatikus [Ca*'] emelkedést
eredményez a differencidlodo primer porcsejteken

Mint azt mér korabbi kisérleteinkben kimutattuk, a primer porcsejtekben a
differencidlodaskor, mely a tenyésztés 3. napjan torténik, jelentdsen megemelkedik
az intracelluldris [Ca®]. Az ehhez sziikséges Ca**-okat a sejtek elsésorban az
extracelluldris térbdl veszik fel, egyelore még nem tisztdzott mechanizmusok
révén. Kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a kiilonb6zo
kord HD tenyészetek sejtjein megjelennek-e olyan funkciondlis receptorfehérjék,
melyek révén az extracellularisan adagolt 180 uM ATP hatdsdra a sejtek
belsejében megemelkedik a citoplazmatikus [Ca**]. A 3. napos kultirikban a
sejtek tilnyomo tobbsége, mintegy 90 %-a vélaszolt az agonistdra, ugyanakkor a
2.,a 4., és a 6. napos tenyészetekben az ATP-érzé€keny sejtek ardnya elenyész0, az
1. napon pedig nem sikeriilt reagdlo sejtet taldlnunk. Megfigyelhetd tovabba, hogy
mind az ATP-adagolds utdn a vélasz kialakuldsdhoz sziikséges idS, mind a Ca**-
tranziensek 4tlagos amplitddéi (a maximdlis intracelluldris [Ca**] novekedés)
differencial6dés-fiiggd mintizatot mutattak.

Ezt kovetden az ATP adagolasakor az extracellularis kdzegbdl elvontuk a
szabad Ca’*-okat, ebben az esetben a vizsgdlt sejtek egyikénél sem volt
detektalhatdo ATP-vel kivaltott Ca2+—tranziens, ami erositi azon felvetésiinket,
hogy az extracelluldrisan adagolt ATP hatédsaért Ca**-belépés, valamint ionotrop
purinoreceptorok lehetnek felelosek. A tovdbbiakban az ATP adagolésa elott a
sejteket 10 uM suraminnal (nem specifikus P2X antagonista) el0kezeltiik €s azt
tapasztaltuk, hogy az ATP-indukalt Ca**-vilasz gyakorlatilag valtozatlan
maradt, vagyis a differencidlodé chondrogenikus sejteken funkcionalé P2X-
altipusok, a P2X, és a P2X¢ receptorok lehetnek. Az ATP tobbszori, egymas

utdni alkalmazédsa az intracelluldris [Ca®*] ismételt, tranziens emelkedéseit
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eredményezte a 3. napos HD tenyészeteken. A deszenzitizicié hidnya tovabb
erositi a P2X, vagy P2X, receptorok lehetséges expresszidjat és funkcionalitasat

a vizsgalt primer porcsejteken.

A chondrogenikus mesenchymalis sejtek kiilonbozé P2X receptortipusokat
expresszdlnak a sejttenyészet kordtol és a differencidlodasi stadiumtol fiiggden

A PCR reakciét kdvetden a vart molekulastilyd amplimereket detektaltuk
minden rendelkezésre 4ll6 cDNS minta esetében. Eredményeink alapjan a
primer porcdifferencidléodas folyaman a P2X, és P2X5 receptorok mutattdk a
legerdsebb mRNS szintli expressziot. Mindkét receptor esetében a jel az elsd
napon valt egyértelmilen intenzivvé, majd a tenyészt€s végéig folyamatosan
gyengiilt.

A kiilonb6z6 P2X receptor altipusok fehérjeszintli expresszidjat Western
blot technikdval vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a P2X, altipus egyik esetben
sem volt detektdlhaté €s nem kaptunk pozitiv jelet P2X3, valamint P2Xg receptor
esetén sem. A primer HD tenyészetek sejtjeiben a P2X, receptor fehérjeszintli
megjelenése bizonyult a legérdekesebbnek. A teljes fehérjefrakcioban a 4. napon
mutatta a leger0ssebb pozitivitast, a plazmamembrin esetén a receptor a 3.
tenyésztési napon jelenik meg, majd csokkend intenzitdst mutat a 4. €s 6. napon.
A teljes lizdtumban a 4. napon megfigyelhetd feldusulds hipotézisiink szerint a

receptor membranbdl torténo visszavételezésének kovetkezménye.

A differencidlodds napjan a tenyészto tapoldat ATP-vel torténd kiegészitése
Jokozza a primer porcsejtek madtrixtermelését

A tenyésztés 3. napjan kiillonboz6 koncentricioban ATP-t adagoltunk a
HD sejttenyészetek tdpoldatahoz. 100 uM ATP egyszeri alkalmazésa fokozott
matrixprodukciot eredményezett a 6. napra, amit a DMMB, valamint TB
festéssel igazoltunk. A suramin 6nmagédban torténd, illetve ATP-vel kombindlt

alkalmazasa nem eredményezett valtozast a termelt porcmatrix mennyiségében.
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Az az irodalombdl ismert tény, hogy a suramin gatolja a hialuronsav szintetdz
enzimet, magyarazhatja a matrix termelddés kismértékli csokkenését. A 2. ill. a
4. napon torténd ATP-alkalmazas nem mddositotta a porcmatrix termelddését. A
II-es tipusu kollagén és aggrekan tengelyfehérje mRNS-szintje az emelkedett
matrix képzodésnek megfelelden szintén fokozddott a 3. napon torténd ATP-
kezelés hatasdra. Bar a Sox 9 esetén mRNS-szintli valtozast nem sikeriilt
detektdlnunk, ezen transzkripcids faktor fehérje szintli expresszidja sokkal
intenzivebbé valt az ATP-hozzdadas kovetkezt€ben, amely jelenség a nem-
specifikus P2X antagonista suraminnal nem volt gatolhat6, —tovabb erOsitve a

P2X, feltételezett szerepét.

A HD tenyészetek sejtjei ATP-t szekretdalnak a sejtek tapfolyadékaba

Annak ismeretében, hogy az ATP-adagolds milyen hatdssal van a
differencidlodd porcsejtek matrix termelésére, felvetddott a kérdés, hogy a
porcosodd kulturdk sejtjei szekretdlnak-e ATP-t a tdpoldatba mint autokrin-
parakrin mediéatort, hogy el0segits€ék vagy gyorsitsdk sajat differencidlodasukat.
A kisérlet sordn a tenyésztés sordn mintat vettiink a sejtek tapfolyadékabol és
ATP assay-t végeztiink. A tenyésztés valamennyi napjan kis mennyiségii ATP

(2-10 nM koncentracidban) volt detektalhato.

A P2Y receptorok vizsgdlata

Bar a fenti eredmények a P2X receptorok alapvetd fontossagat igazoljak a
porcdifferencidloédas sordn, kisérleteket végeztiink a P2Y receptorok lehetséges
szerepének felderitése céljabdl is. Az egész sejten torténd, fluoreszcens [Ca']
mérés soran megvizsgaltuk az intracelluldris Ca**-raktdrban jelenlevd és abbél
az IP; ttvonalon keresztiil felszabadithaté Ca®* jelenlétét. Chondrocytdkon maér
igazoltdk ezen utvonalat aktivald, funkciondlis bradykinin receptorok

expresszidjat, ennek megfelelden a 3. napos sejtekre adagolt bradykinin (20 uM)

atlagosan 30 nM amplitdd6ji Ca**-tranzienseket eredményezett a sejtek 60%-
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nal. Kisérleteink folytatdsaként ADP-t, UDP-t és UTP-t mint nem-specifikus
P2Y agonistakat adagoltunk a HD tenyészetek sejteire 180 uM koncentriacidban.
A sejtek 50%-n4l kismértékii intracelluldris [Ca®*] emelkedést tapasztaltunk a
P2Y, és P2Y, agonista UTP adagolasat kovetoen. Masrészr0l a P2Y, receptor
agonista ADP és a P2Y receptor agonista UDP alkalmazdsa nem eredményezett
Ca**-tranzienseket a 3. napos HD tenyészetek sejtjein.

A GenBank adatbazisban a P2Y,, P2Y; P2Ys5 receptorok mRNS-
szekvenciai dallnak rendelkezésre. Az RT-PCR reakci6é alapjan mindharom
metabotrép purinoreceptor stabil mRNS-expressziét mutatott a tenyé€sztés
folyamdn. Western blot analizissel a P2Y,, P2Y, és P2Y, fehérje jelenlétét
vizsgaltuk teljes, valamint plazmamembran fehérje-frakciokban. A tenyésztés
elsO napjan a P2Y, receptor jelenléte nem volt kimutathatd, ezt kovetOen
azonban mind a két frakcidban annak stabil expresszidja volt detektilhato
egészen a 6. napig, amikor kismérté€kli expresszio-csokkenés volt tapasztalhato.
A P2Y, fehérje jelenléte a tenyésztés 2.-4. napjaig mutatkozott legerOsebbnek a
teljes fehérje-frakcioban. A plazmamembran-frakcioban azonban alland6
expresszios szintet detektdltunk a 6. nap kivételével, amikor csokkend
expressziot mutatott. A P2Y, receptor esetén a teljes fehérje-lizitumban nem
tapasztaltunk immunpozitivitast, mig a membréan-frakciéban a 2. napon volt a
legmeghatarozobb a fehérje jelenléte.

A metakromazids szinreakci6 alapjan, egyszeri 180 uM ADP, UDP illetve
UTP adagoldsa a tenyé€sztd tdpoldathoz a 3. napon, nem eredményezett valtozast

a porcmatrix termel6désében.

Vazizomszovet - in vitro vazizomtenyészetek
Trisk 95 overexpresszio C2C12 izomsejtekben

A Trisk 95 overexpresszid hatdsat egér eredetli, vazizomsejtvonalon
vizsgéltuk. A sejtekben a Trisk 95 tultermelését pcDNA3.1 expresszids plazmid

rendszerrel  biztositottuk. A stabil transzfekciot kovetben a protein
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taltermel6dését a szelektdlt klonokban mind myoblast, mind myotubulus
stidiumban immuncitokémiai moddszerrel ellendriztik. A fluoreszcencia
intenzitdsok quantitativ analizise sordan a fehérje 94%-os tultermelését
detektaltuk a kontroll, iires pcDNA3.1 vektorral transzfektalt C2C12 sejtekhez
képest. A tovabbiakban 5-7 napos, termindlisan differencidlt C2C12

myotubulusokon funkciondlis méréseket végeztiink.

Az SR-b4l torténé Ca’*-felszabadulds csokken Trisk 95-it tilltermelé C2C12
izomsejteken

Kisérleteink kezdetén azt vizsgdltuk, hogy a fehérje tultermelés
médositja-e a myotubulusok Ca**-homeosztdzisit. A nyugalmi intracelluldris
[Ca®*] esetében nem volt szignifikdns kiillonbség a kontroll ill. transzfektalt
myotubulusokat Osszehasonlitva (77,4+5,2 nM, n=48 a kontroll sejtekben és
71,3+4,8 nM, n=54 a Trisk 95 tultermel0 sejtekben). Tovabbi méréseink alapjan
nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a koffein altal kivéltott Ca®*-tranziensek
amplitadojat illetden a vizsgélt kontroll és Trisk 95 transzfektdlt sejtekben
(142+10 nM, n=41 illetve 123+11 nM, n=44). Extracellularis Ca jelenlétében a
KClI 4ltal kivaltott Ca**-tranziensek amplitid6i nem kiilonbdztek 1ényegesen a
kontroll és Trisk 95 myotubulusokban (168+10 nM, n=48 €s 200+31 nM, n=54).
Ezzel ellentétben a Ca®*-mentes oldatban alkalmazott KCl depolarizici6
hatdsdra a Ca**-tranziensek amplitddéi szignifikansan csokkentek a Trisk 95
fehérjét taltermeld myotubulusokban (98+10 nM, n=42) a kontroll sejtekkel
0sszehasonlitva (17014 nM, n=29).

Elemi Ca’*-felszabaduldsi események Trisk 95 tiiltermelé C2C12 izomsejteken

Kontroll izomcsdveken mind sparkok (nagy amplitiddja, rovid idejd,
lokalizalt Ca”**-felszabaduldsi események), mind emberek (kis intenzitasu,
hosszu idejii események) rendre megfigyelhetdek voltak. Ugyanakkor a

transzfektdlt myotubulusokban a kis amplitddéju Ca®* sparkok relativ

18



megjelenési gyakorisaga emelkedett a triadin overexpresszid kovetkeztében, mig
a nagy amplitid6ju sparkok el6forduldsi frekvencidja csokkent a kontroll
sejtekhez viszonyitva. Az Osszesitett eredmények alapjan elmondhat6, hogy a
Trisk 95 tdltermeld myotubulusokban a sparkok dtlagos amplitidéja
szignifikdnsan kisebb a kontroll myotubulusokhoz viszonyitva (0,59+0,01 és
0,81+0,01; p<0,001), ugyanakkor az emberek datlagos amplitid6jara csak
csekély hatassal volt a Trisk 95 tultermelés (0,22+0,01 és 0,26+0,02; p<0,01).
Az atlagos FWHM érté€k sparkok esetében ugyanakkor szignifikdnsan csokkent
a fokozott Trisk 95 termelodés kovetkeztében (1,26+0,07 um; transzfektalt
sejtekben és 1,86+0,06 um kontroll sejteknél p<0,01). A vizsgélt spontdn, elemi
Ca**-felszabaduldsi események eléforduldsi gyakorisdga mind sparkok esetén
(1,04+0,14 Hz Trisk 95 sejtekben €és 1,85+0,21 Hz kontroll sejtekben), mind
emberek esetén (0,09+0,04 Hz Trisk 95 sejtekben és 0,19+0,02 kontroll
sejtekben) szignifikansan csokkent (p<0,05) Trisk 95 myotubulusokban.

Trisk 95 tultermelés egér eredetii, primer vdazizomtenyészetben

A triadin overexpressziot az egér eredetll, primer vazizomtenyészetekben
adenovirus transzfekcié alkalmazasaval hoztuk 1étre. Mind a kontroll, mind a
transzfektdlt izomcsovek spontdn bekovetkezd Ca®*-tranzienseket produkaltak,
melyeknek mind amplitiddja, mind el6forduldsi gyakorisdga szignifikdnsan
csokkent a kontrollhoz képest (0,56+0,03 és 0,26+0,01 Hz, n=71; p<0,02 és
0,001, a Trisk 95 sejtekben valamint 0,68+0,02 és 0,75+0,04 Hz, n=169, a
kontroll, csak DsRed-et expresszalé sejtekben). Az elzbleg leirt Ca®'-
tranzienseket megvizsgéltuk kiils6 elektromos impulzus altal indukélt
koriilmények kozott is. Ennek eredményeként a Trisk 95 overexpresszio
kovetkeztében a Ca®*-tranziensek amplitidéja szignifikdnsan csokkent a kontroll
sejtekhez képest (0,64+0,09 n=17, 4 kontroll sejt és 0,46+£0,05 n=45, 9

transzfektalt sejt alapjan).
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Ca’*-tranziensek az endogén Trisk 95 fehérjét kisebb mértékben expresszilo
patkdny eredetii, primer myotubulusokban

A tenyésztés kiillonbozo szakaszaiban immuncitokémiai vizsgélattal
igazoltuk az endogén Trisk 95 megjelenését. A differencidléddé myotubulusokat
rodamin vorossel jelzett Trisk 95-specifikus shRNS-el transzfektaltuk. A
transzfektdlt sejteken fluoreszcens [Ca™] mérést végeztink. A koffein dltal
kivaltott Ca’*-tranziensek amplitidéinak dsszesitett értékelése alapjan az shRNS
transzfekcid egyértelmu, szignifikdns csokkenést eredményezett a csokkent
triadin termelést produkdlé sejtekben, amely alapjdn az SR csokkent Ca*'-
tartalma feltételezhetd. Ennek megfelelden, a transzfektalt sejtekben emelkedett
nyugalmi [Ca®']-t tapasztaltunk Ca®*-mentes extracelluldris oldatban mérve
(64,9+3,3 és 85,76, 9nM; n = 15 és 12; kontroll és csokkentett triadin
termeléssel jellemzett myotubulusok esetében). Tovdbba a KCI depolarizacio
Ca’*-felszabaduldst eredményezett az SR-bél Ca®*-mentes extracelluldris
kornyezet esetében, ami igazolja, hogy a csokkent triadin expresszi6 nem
modositja az elektromechanikai kapcsolat mikodését. A csokkentett Trisk 95
expresszi6t mutaté sejtek esetén a mar igazolt kisebb SR Ca**-tartalom ellenére
a kontroll sejtekhez hasonlé amplitidéju KCI 4ltal kivaltott Ca**-tranzienseket

mértiink.

Ca’*-felszabaduldsi események csikkentett, endogén Trisk 95 fehérje
termelodéssel rendelkezd patkdny eredetii, primer myotubulusokban

A kontroll sejteken a spontan bekovetkezd, globalis tranziensek voltak
megfigyelhetdek. Ezen tranziensek dtlagos amplitidéja 0,62+0,05 volt (n=553,
23 myotubuluson), mig atlagos elofordulasi gyakorisaguk 1,01+0,22 Hz-nek
adédott. Ugyanakkor a lokélis Ca**-felszabaduldsi események, mind a sparkok,
mind az emberek, csak esetenként voltak detektilhatoak, €s a képek nagy részén
(225-6n a 279-bdl) hidnyoztak, valamint a szamuk is igen alacsonynak bizonyult

(54 képen 143 spark és 23 ember). A triadin expresszio csokkentése igen dramai
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hatéssal volt az események megjelenésére. A transzfektalt sejteken Ca”* sparkok
¢s emberek rendre megfigyelhetoek voltak (649 spark és 117 ember, 5
myotubuluson, 385 felvett képbdl 218 esetében). Az események eldforduldsi
gyakorisiga mellett azok jellemzd paraméterei is modosultak a csokkent
Trisk 95 expresszio kovetkeztében. A sparkok 4dtlagos amplitiddja jelentdsen
megemelkedett a Trisk 95 szuppresszalt myotubulusokban (0,49+0,03 a kontroll
sejtekben és 0,89+0,04 az shRNS Trisk 95 sejtekben (p<0,01). Ilyen intenziv
eseményeket a kontroll sejteken elvétve lehetett tapasztalni, mig felndtt rostokon
hasonlékat soha nem irtak le. Nemcsak elemi Ca**-felszabaduldsi események, de
spontan Ca**-tranziensek is megfigyelhetéek voltak a transzfektalt sejteken.
Ezen események megkozelitdleg ugyanolyan frekvencidval (0,99+0,16 Hz;
n=888 20 myotubuluson), de sokkal nagyobb amplitiddval (1,39+0,08; p<0,01)

jelentek meg a kontroll sejtekhez viszonyitva (ldsd fentebb).
Osszefoglalas

Kutatomunkdm sordn az  daltalam alkalmazott mesenchymalis
sejtmodellekben sikeriilt ravilagitanom olyan szabdlyoz6 mechanizmusokra, és
az ezekben szerepld fehérjék feltételezett szerepére, amelyek a porcszovet,
valamint a vdzizomszovet Ca’*-homeosztdzisanak, és ezdltal globdlis

miuikddésének jobb megértését segithetik.

Porcszovet - primer HD sejttenyészetek

Az in vitro porcképz6dés egy dinamikus, soklépcsos folyamat, melynek
szabdlyozasaban tobbféle molekularis mechanizmus szerepel. Ezek tobbségében
szerepet jatszO protein kindz és foszfataz enzimek aktivdloddsa, valamint
inaktivdléddsa fokozottan fiigg az intracelluldris [Ca**]-t6l. A csirke
mesenchymalis HD sejttenyészetben a chondrogenikus sejtek chondroblastokka,

majd érett, kerekded chondrocytdkka differencidlédnak a 6 napos tenyésztési
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ciklus folyaman. A tenyésztés 3. napjatol a chondroblasztok 4ltal termelt
porcspecifikus  ECM  termelodése indul meg. Mint arr6l kordbbi
kozleményiinkben beszamoltunk, a chondrogenikus sejtekben a tenyésztés 3.
napjan a citoplazmatikus, szabad [Ca®*] dtmeneti, szignifikdns emelkedést
mutat. Ennek htterében 4116 extracelluldris Ca**-felvétel alapvetd jelentSségii a
porcdifferencidlodds  lezajldsdban. Jelen  munkdnkban  igazoltuk a
chondrogenikus sejtek differencialodas sordn megvalosulé ATP szekréciojat.
ATP-adagoldsa a sejteken Ca’'-tranzienseket valtott ki extracelluldris Ca®*
jelenlétében, ez csak a tenyésztés 3. napjan volt megfigyelhetd, amikor a
chondroblasztok végleges elkotelezettsége megtorténik. Ezen tdlmenden az
ATP-nek a sejtek tdpoldatdhoz torténd hozzaadisa kovetkeztében fokozodott a
chondrogenikus transzkripcios faktor (Sox9) expresszidja, valamint az
extracelluldris porc matrix termel6dése. A suramin alkalmazasa nem védte ki az
ATP hatdsit, ezenkiviil a P2X, receptor a 3. napon megjelent a plazmamembran
frakcioban €s ugyanezen napon er0s pozitivitist mutatott immuncitokémiai
jeloléssel is.A P2X,, P2X,, P2X5 és P2X; ionotrép purinoreceptorok mellett, a
P2Y,, P2Y; és P2Y5 metabotrop purinoreceptorok mRNS szintli, valamint a
P2Y,, P2Y, és P2Y, fehérje szintli expresszidja is kimutathato volt a sejteken. A
metabotrép purinoreceptor agonista ADP és UDP nem eredményezett Ca*-
tranzienseket a HD tenyészetek sejtjeiben és nem indukdlt fokozott mdtrix
képzédést sem. Masrészr6l az UTP alkalmazését kovetSen kis amplitddéjd Ca®*-
tranziensek megfigyelhetdek voltak, de ezen nukleotid sem fokozta a porcmatrix
termelddését a chondrogenezis folyaman. Mindezen adatok alapjan feltételezziik
a P2X, receptor szerepét az ATP-fiiggd intracelluldris [Ca®'] emelkedésben a

primer chondroblast differencialodds soran.
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Vazizomszovet - in vitro vazizomtenyészetek

Jelen munkdnkban az elemi Ca**-felszabaduldsi eseményeket és a Ca*-
tranzienseket tanulméanyoztuk konfokalis 1ézer mikroszkép segitségével C2C12
izomsejteken és primer, vazizomtenyészeteken. Liposzoma és adenovirus
mediélt overexpresszidt, valamint RNS interferencia mddszert alkalmaztunk a
Trisk 95 fehérje expresszidjdnak modositdsdra. A stabil overexpresszi
csokkentette egyrészrél a Ca™ sparkok amplitidéjat és frekvencidjat, masrészrél
a depolarizdcié 4ltal kivéltott Ca**-tranzienseket a C2C12 sejtekben. Ehhez
hasonldan a Trisk 95 adenovirus medidlt overexpresszidjat kovetden csokkent a
spontdn, egész sejtre kiterjedd Ca**-tranziensek amplitidéja és el6forduldsi
gyakorisdga is, valamint ugyanezt az eredményt kaptuk elektromos ingerlés
sordn is. Ugyanakkor az endogén triadin expresszié shRNS-sel torténd gatlasa
ellentétes véltozdsokat eredményezett. Kontroll, endogén Trisk 95-6t
expresszald  patkany eredetll, primer vazizomtenyészetekben rendre
megfigyelhetéek spontdn Ca**-tranziensek, mig ezen tenyészetek sparkokat csak
kis gyakorisdggal generdlnak. Az shRNS transzfekciét kovetéen a Trisk 95-
specifikus immunpozitivitds jelentOsen csokkent. Az ezen sejteken torténd
funkcionalis mérések alapjan a koffeinnel kivéltott Ca**-tranziensek jellemzden
csokkentek, ugyanakkor az elemi Ca®'-felszabaduldsi események jelentésen
nagyobb gyakorisagot mutattak. Ezen eredmények alapjan feltételezheto, hogy a
Trisk 95 fehérje negativan szabdlyozza a RyR milkodését, azdltal, hogy
csOkkenti a lokalizalt, elemi Ca**-felszabaduldsi eseményeket, valamint a

globalis Ca**-tranzienseket vazizomtenyészetekben.
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