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Roviditések jegyzéke

BMP - Bone Morphogenic Protein - csontképzo6 fehérje

BSA - Bovine Serum Albumine - borjiszérum albumin

[Ca2+] - Calcium concentration - kalciumkoncentracié

cAMP - Cyclic Adenosine Monophosphate - ciklikus adenozin monofoszfat

CICR - Calcium Induced Calcium Release - kalcium-indukalt kalciumfelszabadulds
CLSM - Confocal Laser Scanning Microscope - konfokalis 1ézer-pasztdzé mikroszkép
CMF-PBS - Ca**-Mg** Free Phosphate Buffer Solution - Ca**-Mg”*-mentes foszfét puffer-
oldat

CMP - Cartilage Matrix Protein - porc métrix fehérje

COMP - Cartilage Oligomeric Matrix Protein - oligomer porc matrix fehérje

CPA - Cyclopiazonic Acid - ciklopiazonsav

CREB - cAMP Response Element Binding Protein

DHPR - Dihydropyridin Receptor - dihidropiridin receptor

DMMB - Dimethylmethylene Blue — dimetil-metilénkék

ECM - Extracellular Matrix - extracelluldris matrix

ECRE - Elementary Calcium Release Events - elemi kalciumfelszabaduldsi események
ER - Endoplasmic Reticulum - endoplazmatikus retikulum

FBS - Fetal Bovine Serum - foetalis borjiszérum

FWHM - Full Width at Half Maximum - a maximélis amplitidé feléhez tartoz6 szélesség
GAG - Glucoseaminoglycane - glik6zaminoglikan

HD - High Density cell culture - nagy stirliségli sejttenyészet

HMG - High Mobility Group - nagy mobilitdsu csoport

HRP - Horse-Radish Peroxidase - tormaperoxidaz

IP5 - Inositol Trisphosphate - inozitol triszfoszfat

N-CAM - Neural-Cell Adhesion Molecule - neuronélis sejt adhézios molekula

NCX - Na*-Ca®* exchanger - Na*-Ca**-cserél6 fehérje

NECA - N-[2-(4-aminofenyl)ethyl]-adenosine - N-[2-(4-aminofenil)etil]-adenozin
NMDA - N-metil-D-aszpartat

PGE2 - Prostaglandine E;- prosztaglandin E,

PLC - Phospholipase C - foszfolipaz C

PKA - Protein Kinase A - protein kindz A

PMCA - Plasma Membrane Ca’*-ATPase - plazmamembrén Ca**-pumpa



PSM - presomitic mesoderm - preszomitikus mezoderma

RyR - Ryanodine Receptor - rianodinreceptor

SDS-PAGE - Sodiumdodecil Sulphate-Poliacrilamide gelelectrophoresis -
Na*-dodecylszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis

SERCA - Sarco(endo)plasmic Reticulum Ca**-ATPase - szarko(endo)plazmatikus retikulum
Ca**-pumpa

shRNS - small hairpin Ribonucleic Acid

SOCE - Store Operated Calcium Entry - raktar éltal vezérelt kalcium-belépés

SR - Sarcoplasmic Reticulum - szarkoplazmatikus retikulum

TB - Toluidine Blue - toluidinkék

TGF - Transforming Growth Factor - novekedési faktor

Trisk 95 - Skeletal Triadin 95 - triadin 95 vazizomfehérje

TRPC - Transient Receptor Potential Channel - tranziens-receptorpotencidl csatorna

VICR - Voltage Induced Calcium Release - fesziiltség altal kivaltott kalciumfelszabadulas

Key words: in vitro cartilage formation, High Density cell culture, Fura-2, single cell
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Bevezetés
Irodalmi hattér

A porcszovet és a vazizomszovet kozos mesenchymalis eredete

Az iziileti porc degenerativ elvaltozdsa, az arthrosis, valamint annak gyulladdsos
eredetii megbetegedései, az arthritis és rheumatoid arthritis a tarsadalom jelentds részét
érintd problémadk. Ugyanakkor a szerzett vagy 6roklott vazizombetegségek mint a myotonia,
progressziv izomdystrophia, izomatrophia, nagy részben fatélis kimenetelliek, még az id6skor
elérését megelozéen. A két szoveti terillet koros elvéltozdsai gyakran egymds
koérkovetkezményeként alakulnak ki. A két szovetféleség egyedfejlodése részben kozos: a
gastruldcié sordn a paraxidlis mesoderma elkiiloniil az axidlis és laterdlis mesodermatdl, és a
velocsO két oldalan két megegyezd, szegmentdlatlan mesodermacsikot hoz 1étre, amit
presomiticus mesodermdnak (PSM) neveziink. Gerincesekben a PSM hozza létre a
tengelyvézat, valamint a torzs- és a végtagizmokat. A PSM mint nem szegmentalt szovet
kiilonbozé molekuléris és morfogenetikai valtozasok sordn szegmentalddik, és 1étrejonnek a
somitdk. A 4. hét kezdetére a somitdk ventralis és medialis faldt alkot6 sejtek elveszitik addigi
kompakt szervezddésiiket, a gerinchur irdnyaba vandorolnak, majd koriilveszik azt; 1étrehozva
a sclerotomot, ami az embriondlis mesenchyma laza szovetét alkotja. A dorsalis somitafal
sejtjei képezik a myotomot és dermatomot. A korai embriondlis élet sordn tobb csiralemez
sejtjei is porcszovetté differencidlodhatnak. A fej-nyak régié kivételével testiink porcszovetei
a kozépsO csiralemez szdrmazékai: a tOrzs csontjainak vazat adé porckezdemények a
paraxialis mesoderma szegmentdlodasaként 1étrejovdé somitdk sclerotom komponenseibdl
fejlodnek, mig a végtagtelepek porctemplatjai a lateralis mesodermdabdl kialakult
mesenchymalis szovet szarmazékai. A fej-nyaki régié porcképzddményeiért a veloléc (crista
neuralis) sejtjei felel0sek. Az izomszovet prekurzor sejtjei (premyoblastok) a myotom
sejtjeinek osztddasdval alakulnak ki, és tovabbi fejlodéssel és fuzidval képezik a majdani

vazizomrostokat [1].

A porcszovet fejlodése

A porcszovet a gerincesek egyik alapvetd tdmasztoszovete. A porcszovet fejlodése a
mesenchymalis sejtek gyors szaporoddsaval kezdddik, és kétféle modon mehet végbe;
nevezetesen interstitialis vagy appositionalis novekedés formdjaban. Az interstitialis
novekedés sordn (amely elsOsorban az embriondlis fejlodésre jellemzd) az endochondralis
csontosoddst megeldzden az embriondlis kotdszovetbdl (mesenchymébol) porcos vaz alakul

ki. A folyamat elsé 1€pését a chondroprogenitor mesenchymalis sejtek kondenzécidja jelenti.



A sejtek ezutan kis csomokat képeznek, €s kiterjedt sejt—sejt kapcsolatokat hoznak 1étre, amik
jelentdsen hozzdjarulnak a chondroblastok differencidléddsahoz. Ennek sordn a sejtek
fibroblast-szerti, nyulvanyos morfolégidjukat gombolytre valtjadk, és porcspecifikus
extracelluldris matrixot termelnek, amely II. tipust kollagénben és aggrekdnban gazdag. Az
appositionalis novekedés sordn a porcszovet a felszin felol képzO6dd, 1j porcszovet
rarak6daséaval novekszik. Ilyenkor a porchértya (perichondrium) belsd rétegét képzo, kevéssé
differencidlt sejtek chondroblastokka differencidlédnak, maguk koriil porc alapalloméanyt
képeznek, amely a pericelluldris €s kissé tavolabb a territoridlis matrix alkotdja lesz. A sejtek
nyulvdnyos alaki morfoldgidja ekdzben megvdltozik, és ellapult, kerekded sejtekké
alakulnak.

A mar kialakult porcszovet nem egységes. Alapallomanya a szervezet kiillonb6zo helyi
kovetelményeihez alkalmazkodva, egyes helyeken rugalmas rostokkal, méds helyeken tomott
kollagénrost-nyalabokkal egésziil ki. A makroszképos és mikroszkopos morfologiai
sajatsagok alapjan a porcszovetet harom nagy csoportba sorolhato:

1. A hyalinporc (iivegporc), melyet homogén, amorf métrix jellemez.

2. Az elasztikus porc, melynek méatrixa rugalmas rostokat tartalmaz.

3. A rostos porc, melynek matrixa tomott kollagénkotegekbdl all.

A kiilonb6zd porctipusok kozott csak a kerekded morfolégidji chondrocytdk jelentik a
hasonlésagot, melyek jelentds mennyiségli, specidlis Osszetételli és szerkezeti extracellularis

matrixba (ECM) dgyazddnak [2]. Jelen kutatdsaink targyét a hyalinporc képezte.

A hyalinporc felépitése és élettani sajdtossdgai

Az embri6 kezdeti fejlédése sordn a vazrendszer tilnyomé tobbségében porcszovetbol
all. A hyalinporc a bel6le késébb endochondralis csontosoddssal kialakuldé csontok vazat
alkotja. A csontosodds folyaman hyalinporc képezi a gyermek és serdiildkorban bekovetkezd
gyors hossznovekedésért felelds epiphysis porckorongot. Feln6dtt korban az izesiilé csontok
felszinét boritja mint iziileti porc, azoknak rendkiviili kopasallésagot biztositva egész életiink
soran. Megtaldlhaté ezenkiviil az egyes zsigerek (gége, légcsd, bronchusok) vazat ado
allandésult porc formdjdban is. Szovettani jellemezdje a kis térfogatardnyban jelenlevd
chondrocytdk, és az azokat koriilvevd porcspecifikus extracelluldris matrix. A hyalinporcot az
iziileti porcfelszin kivételével porchéartya (perichondrium) boritja, melyet szovettanilag
rostban gazdag kiilsé lemez (stratum fibrosum), valamint sejtdds belsé lemez (stratum
chondroblasticum) képez. Utébbinak a sejtjei felelések a mar emlitett appositionalis

novekedésért. A differencialt porcsejt kerekded morfoldgidval jellemezhetd. A fiatal,



matrixtermelésben aktivabb sejtek a fokozott fehérjeszintézis morfologiai jegyeit mutatjak,
mig a porc belsejében lokalizal6do kevésbé aktiv, idOsebb sejtek kevesebb sejtorganellumot
tartalmaznak, citoplazmdjuk jelentds részét glikogén és zsircseppek toltik ki. A matrix
fénymikroszkopban egynemiinek latszik, festddése basophil. A porcsejtek kisebb
csoportokban az alapédllomény iiregeiben (lacundkban) helyezkednek el. A sejtcsoport €s az
azt ovezo territoridlis matrix alkotja a porcszovet alapegységének tekinthetd chondront. A
chondronban a kozépen elhelyezkedd chondrocytdkat vékony, erdsen basophil festddésti
porctok (pericelluldris matrix) veszi koriil. A specidlis Osszetételi matrix az aldbbi f6
molekulacsoportbdl tevddik dssze:

Kollagének. A porcra alapvetden jellemz6 a fibrillumokat képezd Il-es tipusu
kollagénmolekula; dam jelentds szerep tulajdonithaté a kisebb részaranyban jelen 1évo
kollagéneknek is. A IX-es és Xl-es tipusi kollagének a tobbi matrixalkoténak a
kollagénhal6zathoz val6 kapcsoldsaért feleldsek, a X-es tipusu kollagén a kollagénfibrillumok
szabdlyos haldzatba torténd szervezésében jatszik szerepet, €s az epiphysis porckorong
hypertrophids zéndjanak egyik alkotéeleme. A VI-os tipusd kollagén a chondrocytdk és a
matrix kozotti kapcsolat fenntartdsanak fontos szerepldje.

Proteoglikdnok. Legjellegzetesebb képviseldjik az aggrekdn. Az aggrekan
monomerek egy kozponti tengelyfehérjébdl és az ahhoz csatlakoz6 gliik6zaminoglikdn
(GAG) oldallancokbdl (chondroitin-szulfat és keratan-szulfat) allnak, és a porcmatrix
hyaluronsavlancaihoz kapcsolédva hatalmas proteoglikdn aggregatumokat hoznak létre. Az
aggrekan és a hyaluronsav kozti kotddést a kotdfehérje (,link protein”) erdsiti. A GAG
oldallincok nagy negativ tOltésfeleslegiiknél fogva erdteljes vizkotOképességgel
rendelkeznek. A porcszovet 60-78%-a viz, ennek nagy része a proteoglikdn aggregatumokhoz
kotédik. Az aggrekdn mellett mdés, egyéb kotdszovet-féleségben is eldforduld kis
proteoglikdnok (dekorin, biglikdn, fibromodulin) is jelen vannak a hyalinporc
alapdllomanyaban, melyek a matrix szerkezetének fenntartasaért felel0sek.

Glikoproteinek. Kis mennyiségben jelenlevd, de a chondrocyta-porcmétrix
kapcsolatban alapvetd fontossdgu fehérjék. Nagy résziik csak az elmult években keriilt
felfedezésre, ilyen példdul a cartilage matrix protein (CMP), valamint a cartilage oligomeric

matrix protein (COMP) (1. abra).
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1. dbra A porcszovet vdzlatos felépitése. A chondrocyta és az azt koriilvevo

madtrixkomponensek szervezodése.

A porc érmentes szovet, a porcsejtek diffuzidval tdplalkoznak a perichondriumbdl, a kérnyezo
szovetekbdl, valamint iziileti porc esetén a synovidlis folyadékbdl. Ezen tulajdonsag miatt a
porc lassu anyagcseréjii, bradytrop szovetnek tekinthetd; anaerob anyagcseréje miatt az
alacsony oxigéntenzidjui kornyezet a legoptimalisabb szdmaéra.

Az élland6 porcok sejtjei a perichondrium belso rétegében talalhaté chondrogenicus
ossejtekbdl fiziologias koriilmények kozott is potlédhatnak, az iziileti porcsejtek regeneracidja
azonban a perichondrium hidnya miatt igen minimdlis mértékii, és inkdbb csont vagy
kotdszovet tolti ki az elpusztult porcszovet helyét [2]. Az iziileti porc regeneracidjanak
csaknem teljes hidnya kiilondsen a napjainkban egyre szélesebb korben alkalmazott tun.
mozaikplasztikai eljarasok elterjedését korlatozza [3]. A mddszer sordn az iziiletek kevésbé
terhelt felszinérdl tdvolitanak el az egészséges iziileti porcot az alatta levé spongiozédval
egyiitt tartalmazd hengereket, melyeket a sériilt felszin megfeleléen kiképzett csatorndiba
iltetnek. A donorcsatorndk betdmeszelése kiemelkedO fontossaggal bir, ennek hidnydban az
iziilet tiregébe torténd esetleges posztoperativ vérzés az iziileti alkotok épségét nagyban
veszélyeztetheti. A donorcsatorndkban spontidn képzddd hegszdvet azonban sajnos

leggyakrabban rostos porc forméjat olti.

A porcdifferencidlodads tanulmdnyozdsdra szolgdlo modellek
A nagy suriségii (High Density, HD) sejttenyészet

A Hamburger—Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési stadiumban [4] 1év6 csirkeembridk
végtagtelepeibdl izoldlt primer, nagy slrliségli (HD) sejttenyészet [5, 6] az egyik
leggyakrabban hasznalt in vitro porcdifferencidléddsi modell. Az elmult években néhany,

ragcsalokbol szarmazd porcosodd mesenchymalis sejtvonalat is kialakitottak (C3H10T1/2



egér sejtvonal), melyek egyes anyagoknak a médiumhoz valé addsdval nem csupan
porcsejtekké, hanem vazizom-, csont- vagy zsirsejtekké is differencidlodhatnak [7-9]. Az
altalunk haszndlt, csirke eredeti HD sejttenyészet egyértelmli elényei kozott a moddszer
nagyfoku reprodukdlhatésaga, és az a nem elhanyagolhat6 tény emlithetd, hogy az embridk
kinyeréséhez nem sziikséges kifejlett allatok feldldozdsa. A sejttenyészetek elsOsorban
porcosoddé mesenchymalis sejtekbdl allnak, de a viszonylag nagy szdmban jelenlevo, és a
kultirdk kitapadasat biztosité fibroblast-populacié mellett kevés myoblastot é€s hamsejtet is
tartalmaznak. Ez ut6bbi sejttipusokba tartozé sejtek szdma a sajdtos, nagy sejtstirtiségu
kultirdkban minimadlisra csokken a porcdifferencidcié sordan. A primer HD sejttenyészeteken
alapuld, konnyen reprodukdlhaté kisérleti modell sokrétli informéacidval szolgédlhat a
porcdifferencidciéval kapcsolatos génexpresszidos mintdzat valtozdsairdl, a jelatviteli
utvonalak szabdlyozasardl, és exogén faktorokkal torténd befolyasolhatésdgardl. A porcosodd
mesenchymalis sejtekbdl 1étrehozott primer HD sejttenyészetek elfogadottsdgat és
alkalmazasdnak létjogosultsagidt szadmos, az elmult években megjelent kozlemény is
aldtdmasztja [10-14].

A mesenchymalis kultirdkban a chondrogenicus sejtek proliferdcidja, kondenzacidja
az elsd tenyésztési nap folyamdn zajlik, majd a mdasodik €s harmadik napon a kialakult
sejthalmazok (nodulusok) sejtjei elvesztik fibroblast-szerli morfoldgidjukat, és kerekded
porcsejtekké differencidlédnak [5, 15]. A korai sejt-sejt kapcsolatok a chondrogenicus sejtek
felszinén megjelend N-CAM és N-cadherin molekuldk révén valésulnak meg [16, 17], de a
szomszédos sejtek kozott szdmos gap junction is megjelenik [18]. A TGF-csalddba tartozo
citokinek a differencidl6dés tobb fazisaban is befolydsoljak a porcképzdodést [19, 20]. A bone
morphogenic proteinek (BMP) példaul nagy mennyiségben vannak jelen a kolénidkban a
sejtkondenzacié sordn, a chondrogenicus sejtek pedig ebben a fejlddési stidiumban és a
kondenzaciét kozvetleniil kovetd differencidlédds sordn nagy szdmban expresszaljak
felsziniikon a BMP-k megkotéséhez sziikséges receptorokat [12]. Ez a modell nagyon fontos
eldnyét jelenti, mivel a tenyészetek sejtjei autocrin és paracrin médon BMP-ket (pl. BMP-4)
€s mas faktorokat vdélasztanak el, mintegy Onmaguk szdmaéra biztositva ezzel a
differencidlodashoz sziikséges feltételeket. A rendszer a tenyésztés sordn jellemzd nagy

sejtstirliség kovetkeztében 6 nap alatt spontan differencidlédik (2. dbra).
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2. dbra Az in vitro porcdifferencidlodds folyamata. A 6 napos tenyésztés folyamdn lezajlo

morfologiai és molekuldris vdltozdsok vdzlatos torténései.

Noha az in vivo és in vitro zajlé porcdifferencidlédds hasonléan megy végbe, alapvetd
kiillonbségek is megfigyelhetk. A fejlddd embri6é testében térben és idOben szigortan
meghatédrozott sorrendben kiilonb6z6 formdju €s lokalizaciéju porcszigetek képzddnek, mig
az in vitro sejtkultirdkban megkozelitéleg homogén eloszlasu €s amorf szerkezetli porcszovet
alakul ki. Sejttenyésztési koriilmények kozott nehézségekbe iitkozik az embrid in vivo
porcképzddését befolydsolé mechanikai ingerek modellezése is. A HD sejttenyészet korlatait
szem elott tartva, és azt a kisérletek értékelésénél figyelembe véve az éltalunk hasznélt
rendszer sok értékes informdcioval szolgdlhat a porcdifferencidlédas egyes 1épéseinek

szabdlyozdsardl és exogén tényezokkel val6 befolydsolhatésagarol.

A porcdifferencidlodas intracelluldris szabdlyozdsa

A porcdifferencidlédds sordn szdmos, egymadssal jol Osszehangolt folyamat zajlik
parhuzamosan. A mesenchymalis prekurzorokb6l fejlédé chondroblastok esetében
sejtspecifikus transzkripcios faktorok felelosek a differencidlédds 1épéseinek szabalyozasaért.
A sejtek elkotelezettségében alapvetd a Sox9 ,,mestergén” szerepe, mely egy HMG (high
mobility group)-box tipusi DNS-koté régidval rendelkezd transzkripcids faktort kodol. A
Sox9 méar a kondenzicid eldtt megjelenik, erdsen expresszdlodik az eldporcban és a
chondroblasztokban, de kikapcsolddik a pre-hypertroph porcsejtekben, melyek a csontosodés
sordn a porcszovet csont felé esd hypertroph zéndjaban helyezkednek el [21]. Szerepe
nélkiilozhetetlen a mesenchymalis kondenziciéban, és a korai chondroblast
differencidloddsban. A porcosan differencidléodd sejtek jelentds mennyiségi PGE2-t is

termelnek, ami prostaglandin (EP) receptorokon keresztiil az intracelluldris cAMP szintjének
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emelkedéséhez vezet [22]. A cAMP intracelluldris hatdsaiért a Ser—Thr-specifikus protein
kindzok csoportjaba tartoz6 cAMP-fiiggd protein kindz (PKA) aktivalodasa a felelos. A
chondrogenicus sejtekben a PKA bizonyitottan foszforildlja a Sox9-et, és ezzel aktivdlja a
porcspecifikus ECM-et kialakité II-es tipusd kollagén és az aggrekan kozponti fehérjék
génjeinek transzkripcidjat [23, 24]. A PKA masik lehetséges célpontja a CREB-csalad (cAMP
Response Element Binding Protein), melynek foszforilacidja a kondrogenikus sejtekben mind
cAMP, mind BMP-2 hatdsara kimutathatéan megemelkedik [25]. A differencidci6é sordn az
egyes PKC-izoenzimek (a, 7y, &) expresszidjanak szintje valtozik, mig mdsok (A és ()
mindvégig azonos mértékben expresszalédnak a porcosod6 sejtekben [26]. A kdzelmultban a
Debreceni Egyetem Anatomiai Intézetének egyik laboratériuma - kollaboracids partneriink -
irta le a PKCu szerepét az in vitro porcképzddés szabdlyozdsaban [27]. A protein-kindz C
(PKC)-izoenzimcsaldd a porcképzddés pozitiv szabdlyozdja, mivel a MAP-kindz (Erk1/2)
aktivitdsa (foszforilaltsaga) a PKC-aktivitds gétldsaval parhuzamosan emelkedik (az Erk1/2
expresszigjanak szintje azonban nem valtozik). Kideriilt, hogy a PKC gatlasa az Erkl1/2
aktivalédasan keresztiil gitolja a porcdifferenciaciét, mivel a PKC gatldisa a MAP-kindz-
foszfatdz aktivitdsat gatolja, és az Erk1/2 foszforildltsdgi szintje a foszfatdz-mukodés
inaktivaldsa miatt fokozdodik [28]. A MAP-kindzok alapvetd szereppel birnak a molekuldris
szintll szabalyozdsban, melyek a sejtet érd kiils6 ingerek, valamint a sejt belsé allapotatol
fliggd osztddds vagy differencidlodas, apoptozis vagy tilélés irdnyat hatdrozzak meg a sejt
tovabbi miikodése szempontjabol. Mindezeken til a génexpresszid szabdlyozdsat és az
extracellularis kornyezethez vald alkalmazkodast is MAP-kindzok irdnyitjdk [29]. A
foszforildlt (aktiv) Erk1/2 a proliferdcié6 irdnyéba tolja a sejtek fejlodési dllapotét, ugyanakkor
a defoszforildlt Erk1/2 a porcképzddést €s differencidlodast segiti eld. Természetesen
nemcsak a protein-kindzok, hanem azok funkciondlis parjai, a foszfoprotein-foszfatazok is
legalabb ugyanilyen fontossdgi szerepldi a porcdifferencidlodast szabdlyozé jelatviteli
titvonalaknak. Szintén az Anatémiai Intézet emlitett laboratériuma irta le a Ca**-érzékeny
protein-foszfatiz 2B (PP2B vagy calcineurin) szerepét az in vitro porcfejlodés

szabdlyozéasaban, (3. dbra) ami az Erk1/2 dtvonal modulélasan keresztiil fejti ki hatasat[13].
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3. dbra A porcdifferencidlodds intracelluldris jeldtvitele. Az Erkl/2 aktivdltsdgi dllapota igen

jelentos a porcképzodésben. A részletes ismertetést ldsd a ,,Bevezetés” fejezetben.

Az intracelluldris [Ca’*] vdltozdsainak szerepe a differencidloddsi folyamatokban

A Ca®™ az egyik legalapvetébb masodlagos hirvivé. A citosz6lban mérheté
koncentréciéja (~107 M) mintegy 4 nagysigrenddel alacsonyabb, mint az extracelluldris tér
[Ca®*]-ja. Hasonl6, szintén a citoplazma irdnydba mutaté gradiens 4ll fenn a bels§ Ca®*-
raktérak és a citoszdl kozott. A sejtek ezt a kritikus eloszldst Ca**-pumpdk és egyéb fehérjék
(példaul: Na*-Ca”* exchanger, NCX) segitségével tartjdk fenn. A sejtekben a szabad
citoszélikus [Ca®*] preciz szabélyozdsa alapvetd, mivel sok jeldtviteli folyamatban jatszik
szerepet a legkiilonfélébb sejttipusokban. A sejtek élete szempontjabdl dontd jelentdségli
folyamatok irdnyitdsa, mint a proliferdci6, a differencidlédds és apoptézis, Ca’*-dependens
jelatviteli utvonalak révén valdsul meg. A porcdifferencialédas szabédlyozdsa sordn is nagyon
fontos szerepet jatszik az intracelluldris [Ca®™"] preciz bedllitdsa hasonléan mds, nem
ingerlékeny sejtek esetén leirtakhoz [30, 31]. A kiilonbozé sejtekben a citoszél szabad [Ca®*]-
ja két forrasbdl: az extracelluldris tér fel§l és/vagy az intracelluldris Ca®*-raktdr irdnydbol
emelkedhet. A bels§ Ca**-raktdr a sejtek dontd tobbségében, igy a chondrocytdk esetében is
az endoplasmaticus reticulum (ER). A bels6 raktdrak kétféle csatorndkon keresztiil képesek
kiengedni a raktdrozott Ca®*-okat. A rianodinreceptorok (RyR), melyek részletes targyaldsa a
bevezetés vazizomra vonatkozé részében taldlhatd, illetve az inozitol-1,4,5-triszfoszfdt-
receptorok (IP3R) csalddja. Utébbiak harom csoportba sorolhatéak: az IP3;R-1, IP3R-2 és
IPsR-3 eltéré szoveti eloszldst és expresszids mintdzatot kovetnek. A hatalmas, négy
alegységbdl (melyek egyenként mintegy 2700 aminosav hosszisdgiak) felépiild Ca**-
csatorndk ligandjaik, a Ca®* és a foszfolipdz-C (PLC) utvonal aktivizdléddsdnak
eredményeképpen felszabadulé IP; megkotésére nyilnak, €s az ER lumenében raktarozott

Ca**-okat engedik ki a citoszdlba [32]. A Ca® egyben a receptor ligandjaként is miikodik, és
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pozitiv visszacsatoldsi folyamat (Ca**-induced Ca**-release CICR) révén indukalja a raktarbdl
torténé Ca*-felszabaduldst, mindaddig amig a citoplazmatikus [Ca™*] viszonylag alacsony.
Magasabb koncentracié elérése esetén a Ca®* gdtolja tovdbbi Ca**-ok felszabaduldsit. A nem
excitdbilis porcsejteken a kiils6 térbél torténd Ca*-felvételnek a ligand- vagy receptorvezérelt
kalciumcsatorndk (receptor-operated calcium channel, ROCC) a legfontosabb szerepl6i. Ezek
koziil az elsoként idegsejtek felszinén leirt, de késébb mads, nem excitdbilis sejteken (pl.
chondrocitdkon) is megtaldlt NMDA -receptorok (N-metil-D-aszpartat) emlithetok [33], de ide
tartoznak az extracellularis nukleotidok (elsdsorban az ATP) receptoraiként miik6do ionotrép
P2X-purinoreceptorok is [34]. Eredményeink alapjan a porcdifferenciacié folyaman a
citosz6likus [Ca®*] jellegzetes véltozdsokat mutat. A differencidlédds napjan mérhetd
megemelkedett [Ca**]-hoz sziikséges ionokat a sejtek elsésorban az extracelluldris térbsl
veszik fel, egyelére még nem tisztdzott mechanizmusok révén [14]. A porcsejteken végzett

vizsgalatainkban a purinoreceptorok pontos szerepét probéltuk tisztdzni ezen folyamatban.

A purinoreceptorok

A purinoreceptorok extracellularis nukleotidokra érzékenyek, amelyeket tobbféle
sejttipus  szecerndlhat lokdlisan haté autokrin és parakrin medidtorként [35]. A
purinoreceptoroknak két nagyobb tipusuk van: a Pl-receptorcsaldd adenozinra, a P2-
receptorcsaldd pedig ATP-re, ADP-re és UTP-re érzékeny. Az utébbi csoport két tovabbi
altipusra oszthat6: P2X- és P2Y-receptorokra (4. abra).

Agonista és antagonista
felismerd oldal
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4. dbra A purinoreceptorok tipusai és szerkezete. A. A Pl-receptorok szerkezete. B. A P2X
ionotrop purinoreceptorok szerkezete. C. A P2Y metabotrop purinoreceptorok szerkezete.

(Fields és munkatdrsai: Purinergic signalling in neuron-glia interactions. Nat Rev Neurosci.
2006. )
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A Pl-receptorok négy kiilonbozd altipusra oszthatok, melyek mindegyike G proteinhez
kapcsolt, 7 transzmembrin domént tartalmazd fehérjébdl all. Az elsoként leirt agonista
(adenozin) mellett tovabbi, nagyobb stabilitdsu analégokat is szintetizdltak az adeningytirti N6
€s C2 pozicidinak, valamint az adenozin ribézdnak 5°- moédositasaval. Ilyen vegyiilet példaul
a NECA (N-[2-(4-aminofenil)etil]-adenozin). A xantin és tovdbbi xantinszarmazékok,
beleértve a természetes teofillin- és koffein-szarmazékokat is, a P1-receptorok nem-szelektiv
antagonistai.

Az ionotrop P2X-receptorok ATP-vezérelt ioncsatornak, amelyek gyors (10 ms-on
beliili) szelektiv permeabilitdst biztositanak kationok (Na*, K*, Ca®") szdmdra. Ingerlékeny
sejteken (simaizom-, ideg-, és gliasejteken) is kimutattdk jelenlétiiket, melyek intercelluldris
kapcsolataiban az ATP mint medidtor fontos szerepet jatszik a neurotranszmisszid
folyamatdban, mind a kézponti, mind a periférids idegrendszerben. P2X-receptorok jelenlétét
leirtdk maér kiillonbozd nem-ingerlékeny sejteken (pl. hdmsejteken) is [36]. Fontos
megemliteni, hogy el6szor a P2X-alegységeket klonoztdk, és nem magét a teljes receptort.
Két kiilon transzmembrdan alegység Onmagdban nem képezhet ioncsatornat, ezért
feltételezhetd, hogy a két alegység a sejtmembranon beliil egy hidroféb hurok segitségével
kapcsolddva alkot funkcionélis egységet. Farmakoldgiai elkiilonitésiiket segiti, hogy a P2X-,
valamint P2X3-receptorok érzékenyek o,B-meATP-re, mig az antagonista suraminnal a P2X,
P2X,, P2X3, P2X;5 és P2X5 gatolhat6 [37].

A metabotrép P2Y-csoport tagjai G-proteinhez kapcsolt, 7 transzmembran domént
tartalmazé receptorok, amelyek a PLC jeldtviteli dtvonaldhoz kapcsolédnak. Ezen ttvonal
eredményeképpen az intracelluldris [Ca™] emeléséhez sziikséges ionok az inozitol-1,4,5-
triszfoszfat (IP3)-dependens bels6 Ca’*-raktdrakbol szabadulnak fel. A humédn P2Y-
receptorokat a ma érvényben 1év0 felosztds szerint 8 csoportba soroljuk: P2Y -, P2Y;-, P2Y,-,
P2Y¢-, P2Y -, P2Y -, P2Y3- és P2Y 4~ receptorok. Farmakoldgiai karakterizdlasuk ATP,
ADP, UTP, UDP szenzitivitasuk alapjéan torténhet [37].

A vazizom fejlodése

A mesodermalis eredeti mesenchymalis sejtek bipolaris vagy orsé alaki monopoléris
sejtek, melyek az izom irdnyu differencidlédas els6 1épéseként premyoblastokka, izom
prekurzor sejtekké alakulnak. Ezen sejtek genetikai struktirdja és génexpresszidja
megvaltozik, ami irreverzibilisen besziikiti a sejt tovabbi sorsat. Kialakulnak a monopotens
myoblastok, melyek izomspecifikus fehérjék termelését kezdik meg, valamint fokozott fizids

készséggel birnak [38]. A mononuklearis myoblastok a hardntcsikolt izom kialakulasi helye
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koriil halmozdédnak fel. Egy résziik az embrionédlis izomzatot alkotja, mig egy elkiiloniild
sejtvonalbdl szatellitasejtek alakulnak ki. A szatellitasejtek az érett vdzizomrostok membranja
€s alaphartydja kozott taldlhat6, nem oszt6dd, nyugvé allapotban levo sejtek, amelyek az izom
sériilésekor aktivalodnak, és beldliik indulhat meg a sériilt vagy elpusztult izomrost
regenerdcidja [39]. A szatellitasejtek oszt6dé myoblastta alakulva ugyanazt a fejlodési és
differencidl6dési tutvonalat jarjdk be, amely embriondlisan a vazizomrostok kialakuldsdhoz
vezet [40].

A myoblastok a sejtfelszini adhéziés molekuldk specidlis 4talakuldsa utdn
syncytiummad fuziondlnak, melyeket myotubulusoknak (izomcséveknek) neveziink. A
myotubulusok elongdlt, cilindrikus, sokmagvu sejtek, melyek kotegekbe rendezett kontraktilis
fehérjéket tartalmaznak. A sejtmagok centrdlis elhelyezkedésiiek, és a myofibrillumokat,
melyeken mdar a szarkomerek is megfigyelhetdek, periférids iranyba toljdk. A primer
myotubulusok még kisebbek, kozeliikkben myoblastok helyezkednek el, ezek 6sszeolvadasdval
jonnek létre a szekunder myotubulusok. A tovébbra is szintetizdl6dé kontraktilis fehérjék
kovetkeztében a myofibrillumok megndvekedett tomege a sejtmagokat a periféridra szoritja, s
igy kialakulnak a kifejlett izomrostok. Az egyes rostokat endomysium veszi koriil, az
1izomrostok kotegeit pedig peri-, ill. epimysium burkolja. A véltozé méretli izmok novekedése
hypertrophiaval és hyperplasiaval lehetséges. Eml0sokben az izomrostok szdma sziiletés elott,
vagy kozvetleniil a sziiletés utdn meghatdrozédik, és késébb mar nem viltozik. fgy a 6 szerep
a hypertrophidnak jut, mely hossznovekedés (4j sarcomerek képzddése) €s vastagodas (1j
myofilamentumok altali atmérondvekedés) révén valdsul meg.

A vazizom felépitése és élettani sajdatossdgai

A véazizomzat a mozgés aktiv szerve, legfontosabb feladata a test vazat alkotd elemek
elmozditdsa egymdshoz képest, ezaltal a test helyének illetve helyzetének a moédositdsa. A
vazizomzat elemi egységei a vazizomrostok, amelyeknek alapvetd miikodési formdja az idegi
utasitasra bekovetkez6 0sszehizodas (kontrakcid). A mozgaté neuron és az 4dltala beidegzett
izomrostok Osszessége a motoros egység. Az egyedfejlodés sordn a vazizmot alkotd sejtek
kezdetben kiilonélléak, majd fuzidjuk kovetkeztében hosszi, tobbmagvi egységek jonnek
létre, amelyeket izomrostoknak neveziink. A vdzizomzat rostjainak mérete fajonként és
izmonként is valtozd. Az emberi vazizomrostok atmérdje 10-100 um kozoétti, hosszuk akar a
40 cm-t is elérheti. Az izomrostokat kotdszovetes dlloméany boritja, kiillonb6zé nagysagi
rostkotegeket és végsd soron magukat az izmokat létrehozva. Az egyes izomrostokat

sejtmembran veszi koriil, melynek specidlis neve a sarcolemma. A sarcolemma felépitése
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azonos mas ingerelhetd ~membranokéval: lipid kettOsréteg, benne integrans
fehérjemolekuldkkal. Az izomrost miitkodése szempontjdbol dontd a fesziiltségfiiggd gyors
Na®- és a kés6i tipusi K'-csatorndk jelenléte, ezek teszik lehetdvé az akciés potencidl
terjedését. A sarcolemméban CI” és Ca”*- csatorndk, valamint kiilonféle receptormolekuldk is
talalhatok.

A vézizomrost intracelluldris terében helyezkednek el a myofilamentumok, amelyek
dontéen a kontraktilis fehérjéket tartalmazzak. A vastag filamentumok véazit a miozin-, a
vékony filamentumokét az aktinmolekuldk alkotjak. Megtaldlhatok a rostokban a kontrakcid
szabdlyozdsahoz sziikséges fehérjék (tropomiozin, troponin), valamint olyan elemek,
amelyeknek valdszinlileg a szerkezet fenntartisdban, valamint az izomszévet mechanikai
jellegzetességeinek meghatdrozasdban van szerepiik (connectin, a-aktinin). Az izomroston
beliil a myofilamentumok myofibrillumokba tomoriilnek, utébbiakat a vazizom igen fejlett
intracellularis membranrendszere, a sarcoplasmaticus reticulum (SR) veszi koriil. Az SR-t a
rost hossztengelyével parhuzamosan elhelyezked6 vékony csovek (longitudindlis, vagy L-
tubulusok) alkotjdk, melyek termindlis ciszterndkban végzOdnek. A transzverzélis vagy T-
tubulusok a felszini membran betiiremkedései, €s a termindlis ciszterndkkal egyiitt alkotjdk a

harantcsikolt izom funkcionélis egységét, a triddot (5. dbra).

Sarcoplasmaticus

. Mitochondrium T tubulus
retlculumlr

[

Sarcolemma

Vastag filamentum
(miozin) Vék

ony filamentum
aktin)

Sarcomer Myofibrillum

5. dabra A vdzizom felépitése. A képen a T-tubulus rendszer és a sarcoplasmaticus reticulum

vdzlatos kapcsolata ldthato egy vdzizomrost anatomiai struktirdjdaban.

A vazizomrostok milkddésének alapvetd formdja a rdngds, amit a sarcolemman
kialakulé akcids potencidl idéz el6. Az akcids potencidlra a ,,minden vagy semmi” torvény
érvényes. A sarcolemman keletkez0 és terjedd akcids potencidl felszallé szaraért a

tetrodotoxin érzékeny gyors Na'-csatorndk aktivdloddsa, a repolarizdciéért ugyanezen
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csatornak fesziiltségfiiggd inaktivalodasa, illetve a kés6i K'-csatorndk megnyilésa a felelds. A
felszini membrdn depolarizdlédasa és a kontrakcié kialakuldsa kozott 2-4 ms hosszu
latenciaidd telik el. Ez alatt az id6 alatt mennek végbe azon folyamatok, melyeket
Osszefoglalé néven elektromechanikai kapcsolatnak neveziink. A termindlis ciszterndk
képezik az izomrost Ca2+—raktéra’1t, benniik a Ca** részben szabadon, részben a calsequestrin
nevii Ca**-kotd fehérjéhez kototten van jelen. A kontrakcid 1étrehozdsdhoz sziikséges Ca® az
SR termindlis ciszterndkb6l szabadul fel az elektromechanikai kapcsolat révén. Ezen
szerkezetileg €s funkciondlisan egyiittmiikodé molekulakomplex miikodésének 1ényege, hogy
a sarcolemman, valamint a T-tubulus membrianon végighalad6 akciés potencidl a
membranban elhelyezkedd dihidropiridin-receptor (DHPR) konformacidvaltozasat okozza,
mely megnyitja a bels¢ Ca**-raktarként szolgdl sarcoplasmaticus reticulum Ca”**-csatorndjat,
a rianodinreceptort (RyR) (6.4bra). Ennek eredményeként a nyugalmi, mintegy 100 nmol/l
koriili citoplazmatikus [Ca2+] 10-szeresére emelkedik, biztositva az izomkontrakciéhoz
sziikséges szintet. A DHPR fesziiltségfiiggd L-tipusu Ca**-csatorna ezen rendszerben tehat
mint mechanikai aktivator szerepel, csatornafunkciéja elhanyagolhat6. A kifejlett vazizomban
az intracelluldris [Ca®*] megemelkedésének forrdsa csaknem teljesen a sejten beliili Ca”*-
raktar.

A RyR-t pozitiv visszacsatolds révén, a Ca’*kigramlds kezdetén, maga a Ca** is
aktivélja (CICR). A kidramlé6 Ca’*-okat aktiv transzportfolyamat juttatja vissza az SR-ba,
annak Ca®*-pumpéja révén (SERCA). A vizizomrostok fénymikroszképpal is megfigyelhetd
sajdtossdga a harantcsikolat, a hossztengely mentén az anizotrép és izotrép szakaszok
véltakozdsanak eredménye. Az izomkontrakci6 alapja a rendezett kontraktilis fehérjék (aktin
€s miozin) egymds melletti elcsiszdsa, ezaltal a sarcomerhossz rovidiilése. A sarcomer az
izomrost két Z-lemez kozti szakasza, mely lemezek a vékony filamentumok kapcsolddasi
helyei. A véazizomrostok aktivdlasdnak eredményeként kétféle allapot alakulhat ki: az izom
eredési és tapaddsi pontja kozeledik egymashoz, (izoténids kontrakcid), vagy valtozatlan

rosthosszisag mellett csak az izom fesziilése fokozddik (izometrids kontrakcid) [41].

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

Az izomfejlodés in vitro vizsgélatira két modell terjedt el. A kifejlett izombdl
prepardlt szatellitasejtek tenyésztésével nyert primer kultira mellett, immortalizalt
sejtvonalakbdl inditott izomtenyészetek (Pl.: C2Cl12-egér, L6-patkdny myoblastok). A

sejtvonal hatrdnya a primer izomtenyészettel szemben az, hogy az in vivo koriilményektdl
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tdvolabb van, igy az €10 szervezetben végbemend folyamatokat kevésbé j6l modellezi, viszont
konnyebben kezelhetd €és ismételhetd, igy nagyobb esetszamon torténd vizsgalat lehetdségét
teremti meg. A C2C12 sejtek Yaffe és mtsai munkdjanak eredményeként 1977. 6ta dllnak a
kutatok rendelkezésére [42]. A sejtek felnott C3H egértorzs 1dbanak harantcsikolt izomzatabdl
nyert immortalizdlt myoblastok, melyek 16szérum hatdsdra myotubulusokat képeznek. A
differencialtatasnal fontos szerepe van a proliferdld sejtek konfluencia szintjének, valamint a
passzdzsszamnak, - amely idedlis esetben 30 alatti -, mivel a differencidlédasi képesség a
passzdzsszam novekedésével csokken. A differencidltatdst 90%-os sejtslirliségnél kell
megkezdeni, ugyanis ezen mértékli denzitds biztositja a sejtfiziét megeldzd sejt-sejt
interakcié meglétét. A kontraktilis myotubulusok jellegzetes izomfehérjéket (dystrophin,
kiilonboz6é sarcolemmalis illetve SR-hez kapcsolddé regulatérikus €s csatorna-fehérjék)
termelnek, ezért kivdléan alkalmasak az izomdifferencidlédds, valamint myogenezis

vizsgélatéra.

Az intracelluldris [Ca’*] jelentésége az izomfejlédés sordn

A myoblastok fuzidjaval kialakul6 primer, majd szekunder myotubulusok
1izomspecifikus fehérjéket szintetizalnak. Az érési-differencialodasi folyamat szdmos 1épése
Ca2+—fﬁgg6; mind az adhézié, mind a fizi6 kiilsé Ca**-ot igényel [43]. A myogenesis korai
szakaszaban az intracellularis [Ca2+] novekedésének dontd forrdsa a sejten kiviili tér, a belsd
Ca”*-raktarként funkciondlé SR még fejletlen, annak hdlézata, integritdsa csak fokozatosan
alakul ki. A myoblastok Ca**-hdztartdsa leginkdbb a simaizomsejtekre hasonlit. A belso
raktarakb6l a Ca**-felszabadulds foleg az IPs receptorokon keresztiil torténhet, G-proteinhez
kapcsolt foszfolipaz C aktivicié kovetkeztében. A kiilsé Ca”* belépése depolarizdcié hatdséra
a fesziiltség fiiggd ,, T~ és ,L -tipusi Ca**-csatorndkon keresztiil torténik. A Ca’*-belépés
mdsik mdédja a ligandfiiggd mechanizmus. A myoblastok tekintetében ilyen lehetdséget
biztositanak a felszini membranban diffizan elhelyezkedo nikotin tipust kolinerg receptorok,
valamint a szintén Ca2+—permea’1bilis P2X purinerg receptorok. A késobbi érés és
myotubulussa torténd differencidlédds sordn megvaldsul az SR folyamatos szervezddése,
megjelenik a Ca”*-indukalt Ca**-felszabadulds mint az intracelluldris [Ca®*] novelésének
modja. Az egyre fejlettebb SR megjelenésével dontd szerep jut a rianodinreceptorokon
keresztiil torténd, elektromechanikai kapcsolat révén megvaldsuld, fesziiltség-indukalt Ca®*-

felszabaduldsnak (VICR) [44].
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A rianodinreceptor (RyR)

A rianodinreceptorok a harantcsikolt izom sarcoplasmaticus reticuluménak
membranjaban taldlhatéak, a T-tubulus és a termindlis ciszterna funkciondlis érintkezési
helyén. A kapcsolat a RyR és a DHPR kozott jon 1étre. A RyR-nek tobb izoformdja van,
melyek koziil emlésokben eddig harmat klonoztak. A RyR; taldlhat6 a vdzizomban, a RyR; a
myocardiumban, a RyRs; pedig szinte az Osszes szovetben megtalalhatd, de leginkabb az
agyban és a simaizomban fordul el6. A receptor négy identikus alegységbdl épiil fel, az
aminosavlancok kisebb része a termindlis ciszterna membréanjaban helyezkedik el, a nagyobb
rész, melyet ,,foot regio”-nak neveziink, a myoplasmaba, a tridd centrumaban levé T-tubulus
irdnyédba nyulik [45-47]. A receptor direkt agonistdi a suramin €s a 4-kloro-m-krezol. A xantin
szarmazékok, mint példaul a koffein, szintén a rianodinreceptor aktivatorainak tekinthetdk,
hiszen fokozzdk a receptor érzékenységét a természetes ligand, a Ca®* irdnt. A
rianodinreceptor antagonistdi kozé sorolhaté maga a rianodin nevil novényi alkaloida, mely
nmol/l koncentriciéban félig zart allapotban stabilizdlja a RyR-t, umol/l koncentraciéban
pedig teljesen zdrja a receptort. A receptor antagonistai kozé tartoznak még egyes helyi

érzéstelenitok, mint a dantrolén, a prokain és a tetrakain, valamint a ruténium voros [48, 49].

T-tubulus sarcolemma

l citoplazma

SR

I VIO

6. dbra Az elektromechanikai kapcsolat vdzlatos szervezodése. A T-tubulus és az SR
termindlis ciszterna funkciondlis érintkezésénél taldlhato, a Ca2+—felszabaduldsban szerepet

jatszo fehérjék.

A triadin 95 vazizomfehérje (Trisk 95)

A triadin 95 kDa izoformdja egy az SR-ben lokalizal6d6 integrans membranfehérje
[50, 51], mely N-termindlis részével a rianodinreceptorhoz, C-termindlis részével pedig a
sarcoplasmaticus reticulum Ca**-kotd fehérjéjéhez, a calsequestrinhez kapcsolédik (6. dbra).
Ezen fehérjének a vdzizom Ca**-homeosztdzisban betsltott szerepe eziddig nem pontosan

tisztazott. A triadinnak tobb izoformdja ismert, melyek ugyanazon gén alternativ splicing
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sordn keletkezd fehérjetermékei, és a C-termindlisaik hosszaban kiilonboznek A vdzizomban
eléfordulé izoformdk szokdsos elnevezése a Trisk 32, 49, 51, 95 nomenklatira alapjén
torténik, ahol a szdmok a kDa-ban kifejezett molekulatomegeket jelentik. [52]. A Trisk
elnevezés a triadin-skeletal roviditésbdl ered. Minden triadin izoforma azonos N-termindlis
citoplazmatikus résszel, valamint transzmembrén alfa-hélixszel, és varidbilis luminélis résszel
rendelkezik [53]. A fehérjérdl feltételezik, hogy a vazizom Ca**-homeosztdzisanak és a belsd
Ca”*-raktarb6l torténd Ca’*-felszabaduldsnak a szabdlyozdsdban, valamint a tridd, mint
funkciondlis struktudra, integritdsanak biztositdsdban tolt be fontos szerepet (7. dbra). A Trisk
95 luminalis doménje alterndlé lizin- és glutaminsav-maradékok tobbszoros ismétlodését
tartalmazza, melyet ,KEKE motivumként” {rtak le, ¢és amely valdésziniileg a
fehérjekapcsolatok stabilizaldsdban jatszik szerepet [54]. Emldsallatok hardntcsikolt izmaiban
a rianodinreceptor, a triadin, a junctin €s a calsequestrin egy kvaterner komplexet formalnak
az SR lumenében. Feltehetéen a RyR lumindlis részében levd negativ toltésli aminosavak
vizsgalatok, melyek esetén triadin citoplazmatikus, valamint lumindlis aminosavszakaszt és
glutation S-transzferdz flzids proteineket expresszaltattak annak megallapitdsara, hogy a
triadin milyen fehérjékkel all kapcsolatban. Az eredmények azt sugalljdk, hogy a triadin egy
olyan transzmembrdn protein, amely a calsequestrint az SR junctiondlis régidjdhoz
horgonyozza, €s szerepet jatszik a calsequestrin és a RyR kozotti funkciondlis kapcsolat

1étrejottében [56].

N

Citoplazma \ T

M KEKE 24

SR lumen

Sziv triadin CT1
Trisk 32

Trisk 95

7. dbra A triadin izoformdinak szerkezete, az alternativ splicing hasitdsi helyei (Marty (2004):

Triadin: a multi-protein family for which purpose? Cell Mol Life Sci.61(15):1850-3) alapjdn.
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Egyéb triadin izoformdk

Legudjabb irodalmi adatok alapjdn tudjuk, hogy a triadin fehérje két kisebb, 32
valamint 49 kDa tomegli véltozata nem tridd-specifikus, és ezen izoformdk funkciéjanak
felderitése még tovéabbi kutatdsokat igényel. Patkdny extensor digitorum longus izmain
végzett immunhisztokémiai vizsgalat alapjdn az SR L-tubulusainak kiilonb6z0 részeiben
lokalizdlédnak [57]. Egyikilk sem all kapcsolatban a rianodinreceptorral, a Trisk 49
valészintileg a titinhez kapcsolddik, mig a Trisk 32 az IP; receptorral asszocidlédik. A
triadinnak a patkdnyban leirt negyedik izoformdja a Trisk 51, ami egyedi C-termindlissal
rendelkezik. A Trisk 51 szintén a triddban helyezkedik el, és a human vazizomzat 0 triadin
izoformdja [58]. Kiilonboz6 triadin izoformdk, mint példdul a triadin 1, a szivizomzatban is
eléfordulnak. Itt is integrans membranfehérjeként szerepelnek, és kapcsolatban dllnak a RyR»-

receptorral valamint a calsequestrinnel [59].

A nyugalmi citoplazmatikus [ Ca®*] visszadllitdsa, fenntartdsa

Viézizomban a magas citoplazmatikus [Ca**] a troponin C fehérjén keresztiil biztositja
az izomkontrakciét; az izomrelaxdcié ugyanakkor az intracelluldris [Ca®*] nyugalmi szintre
torténd visszatérését igényli. A sejtek az extracelluldris tér és a belsd raktdrak irdnydba
prébaljak eltavolitani a citoszélban taldlhaté szabad Ca®*-t. Tekintettel arra, hogy ezen
folyamatok az elektrokémiai gradienssel szemben mikodnek, aktiv pumpamechanizmusok
funkci6jat igénylik, melyek a nyugalmi [Ca**]-t a védzizomban, hasonléan a legtdbb sejthez
100 nmol/I koriili értéken tartjdk. Az extracelluldris térbe elsésorban a plazmamembran-Ca**-
ATPiz (plasma membrane Ca**-ATPase, PMCA), valamint a 3 Na*/1 Ca®* sztdchiometridval
dolgozé Na*/Ca**-exchanger juttatja vissza a Ca’*-okat. Az intracelluldris raktdrak (ER, SR)
irdnydba az azok membranjdban elhelyezkedé sarco(endo)plasmaticus reticulum-Ca**-ATPéz
(SERCA) aktiv mechanizmusai pumpéljdk vissza a Ca®*-ot. Itt kell megemliteni a

mitochondriumok membrénjdban taldlhaté mitochondridlis uniportert is [60].

A vazizom intracelluldris kalcium eseményei

A primer eredetli védzizomtenyészetben megfigyelheté spontdn Ca**-tranziensek a
szarkolemmadn, valamint a T-tubulus membranon végigfuté akcids potencidl kovetkeztében
jonnek létre. Az akcids potencidlok a membranpotencidl helyi ingadozdsai miatt keletkeznek,
melyek a fesziiltségfiiggd Na'-csatorndk megnyitdsan keresztiil aktivéljdk a dihidropiridin-

receptorokat, majd az SR Ca’*-csatorndit. Az akciés potencidlok hatdsdra létrejové Ca*-
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tranziensek  konfokdlis  mikroszképpal —mint tovaterjed6  fluoreszcenciahulldimok
azonosithatoak.

Az emberek és sparkok egyetlen vagy néhany (10-50) rianodinreceptor megnyildsanak
eredményeként lokdlisan keletkezd, elemi Ca”*-felszabaduldsi események (Elementary
Calcium Release Events, ECRE) [61-63]. A sparkokat eldszor szivizomzatbdl izolalt
myocytdkban detektaltdk konfokalis 1ézermikroszkopos technika segitségével. A
késGbbiekben ezen elemi Ca”*-felszabaduldsi eseményeket leirtdk és tanulményoztdk feln6tt
vazizomrostokban, valamint embriondlis vazizomban is [64, 65]. Mig kétéltiek
izomrostjaiban a Ca2+—sparkok gyakoriak, és ugyancsak megfigyelhetéek emlds primer
eredeti vézizom tenyészetben, addig emlds, felndtt izomrostokban jellemzéen nem
detektdlhatéak [66]. Azon megfigyelés alapjain azonban, hogy az emlds izomrostokat
megfosztva felszini és T-tubuldris membranjuktél ezen prepardtumok rendre sparkokat
produkdlnak, feltételezhetd, hogy fizioldgids koriilmények kozott a T-tubulus és SR membran
kozti szerkezeti kapcsolat eredményezi a sparkok kialakuldsdnak gatldsat [64, 67]. Ezen
allitast erdsiti az a megfigyelés is, miszerint vazizomtenyészetekben a sparkok a T-tubulust6l
megfosztott teriiletekre korlatozodnak [68]. A sparkok kialakuldsaért embrionélis vdzizomban
a RyR; és RyRj; altipusok a feleldsek. A felndtt emlosok elveszitik a 3-as tipusu
rianodinreceptoraikat, €s azt a képességiiket is, hogy sparkokat produkdljanak. Feln6tt korban
mdr csak a diaphragma tartalmaz RyRs-at. Kutatdsok szerint exogén RyRs-at expresszalo
izomrostokban depolarizdcié hatdsdra ismét szamos spark volt detektdlhaté, mig RyR;
overexpresszidja esetén ez nem kovetkezett be [69]. A sparkok vizsgélata sordn arra is vélaszt
keresnek, hogy mi eredményezi a Ca**-felszabadulds megsziinését. Mig szivizom esetében
bizonyitott, hogy a Ca**-felszabadulds lecsengése a Ca**-raktdrak kiiiriilése révén jon létre, a
harantcsikolt izmok esetében a Ca®*-felszabadulds ledllitdsdnak mechanizmusa még a mai
napig ismeretlen. Rios és munkatdrsai kisérleteikben a Ca’*-felszabaduldsdban betdltott
szabdlyoz6 szerepet a calsequestrinnek és a hozza asszocidlt fehérjéknek tulajdonitottdk [70,

71].
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Célkitiizések

Fiatal kutat6i ambicidimat az taplalja, hogy a kutatdintézetben foly6 (alap)kutatds a
klinikumot, végsé soron az emberiség tuddsdnak gyarapoddsat, ezadltal életmindségének
javuldsat szolgélja. Fontos, hogy a rendelkezésre all6 legmodernebb ismeretek, tudoméanyos
kutatdsi modszerek birtokdban prébaljuk megismerni az egyes szervek, szovetek
kialakuldsdnak és milkodésének sajatsagait, génjeinek és fehérjéinek az intakt fizioldgiai
allapotot biztositd egyiittmiikodését. Egyetemi doktori értekezésemben két mesenchymalis
eredetli szovettipus, a porcszovet és vazizomszovet Ca2+—homeosztéziséval, tovabba annak
szabalyozdsaban résztvevd fehérjékkel kapcsolatos legijabb kutatdsainkrél szamolok be. Az
intracelluldris [Ca**] és annak megfeleld szabdlyozdsa alapvetd fontossdgu ezen szdvetek
intrauterin €s posztnatalis fejlddésében, valamint egészséges miikodésében egyarant.

Az élettan és molekuléris bioldgia hatarteriiletén mozogva vizsgéltuk az eddig kevéssé
kutatott in vitro primer porcdifferencialoddst kisérd intracelluldris [Ca2+] valtozasokat,
valamint az ionotrép purinoreceptorok feltételezett szerepét a kutatdcsoportunk altal mér
igazolt, a differencidlédast kisérd intracelluldris [Ca2+] emelkedésben. Kutatdsaink masik
részében a vézizom Ca’*-homeosztdzisinak optimdlis szabélyozdsdban részt vevd, de eddig
pontos funkcidjat tekintve ismeretlen triadin 95 (Trisk 95) vazizomfehérje szerepét probéltuk
felderiteni, expresszidjanak modositdsara irdnyuld kisérletek révén. Konfokdlis
1ézermikroszkép segitségével line-scan technikdt alkalmazva elemi Ca’*-felszabaduldsi
eseményeket vizsgiltunk kontroll és triadint overexpresszald, ill. shRNS technika révén
csokkentett fehérjeexpressziot produkdl6 izomsejteken. Annak megéllapitasat tliztiik ki célul,
hogy a sejtek altal termelt triadin mennyiségének mdédositasa befolydsolja-e ezen események
jellegzetes paramétereit; az amplitidot, frekvenciat és félértékszélességet. Az emlitett sejteken
lehetéség nyilt egész sejten torténd fluoreszcens intracelluldris [Ca®*] mérésre is, melynek
sordn myotubulusokon kiilonb6z6 médokon kivaltott Ca®*-tranziensek Osszehasonlité

vizsgélatat végeztiik el.
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Anyagok és modszerek

Sejtkultarak
Primer, nagy siiriiségii (High Density, HD) porctenyészet

A porcosodé mesenchymalis sejteket Ross fajtdjui, fehér hushibrid csirkeembriok
distalis végtagtelepeibdl izolaltuk. A kisérletekhez hasznalt embriok Hamburger és Hamilton
szerinti 22-24-es fejlodési stddiumban voltak. A végtagtelepeket fénymikroszkép alatt
eltavolitottuk, és azok enzimatikus emésztését (0,25% tripszin,Ca’*-Mg**-mentes
foszfatpufferben [CMF-PBS] oldva 37 °C-on 1 6rdn éat) kovetden a sejtekbdl nagy stirtiségli
(1,5%107 sejt/ml) sejtszuszpenziét készitettiink. A szuszpenziébSl 100-100 pl-es cseppeket
vittiink milanyag Petri-csészékben (Nunc, Naperville, IL, USA) elhelyezett 10 vagy 30 mm
atméroju fedélemezekre (Menzel-Glaser, Menzel GmbH, Braunschweig, Germany.). A Petri-
csészéket 37 °C-on, 5% CO, és 80% relativ paratartalom mellett termosztdlva, a sejteket 2
oran at hagytuk kitapadni, majd 10% foetalis borjuiszérummal (FBS, Gibco, Gaithersburg,
MD, USA) kiegészitett, antibiotikumokat és antimikotikumot tartalmaz6 Ham’s F12
tidpoldatban (Sigma, Budapest, Magyarorszdg) tenyésztettiik. A kicseppentés napjat
tekintettilk a tenyésztés nulladik napjdnak. A tdpoldatot (amennyiben a kisérlet menete
masképp nem diktélta) kétnaponta cseréltiik. Az igy 1étrehozott primer porcosodé kultirdkban
a 2., ill. 3. napon tortént a porcsejtek kialakuldsa. A tenyésztés befejezését jelentd 6.
tenyésztési napon nagy mennyiségili extracelluldris matrixszal koriilvett porccsomok voltak

lathatok a megfestett kultirdk mikroszkdpos vizsgalata soran.

Vdzizomtenyészetek és a fehérjeexpresszio modositdasa céljabol alkalmazott transzfekcios
technikdk

A vazizomkultirdk tenyésztési metodikdjat, valamint azok transzfekcids eljardsait
ezen fejezetben Osszevontan targyalom, tekintettel arra, hogy egymadst feltételezd és

kiegészitod technikakrol esik szo.

C2C12 vazizomsejtek
A C2CI12 myoblastokat Dulbecco 4altal médositott Eagles’s Mediumban (DMEM)
tenyésztettiik, kiegészitve 10% foetalis borjuszérummal, 50 U/ml penicillin és 50 pg/ml

streptomycin antibiotikumokkal. A sejteket 37 °C-on, 5% CO; jelenlétében inkubdéltuk.
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A sejtek myotubulussd torténd differencidlodasat a tapoldat médositdsaval biztositottuk —
DMEM 5% 16szérummal, valamint a mér emlitett antibiotikum kombindcidval kiegészitve —

90%-0s konfluencia elérését kovetden.

C2C12 sejtek — liposzoma medidlt plazmid transzfekcio

A C2CI12 sejtek transzfekcidjdhoz a pcDNA 3.1 eukaridta expresszids vektor EcoR1
hasit6 helyére klonozott Trisk 95 vazizomfehérje teljes cDNS szekvencidjat hasznaltuk. A 6-
lyuki tenyésztéedényben tenyésztett sejtek transzfekcidjat csokkentett szérumtartalmi Opti-
MEM tapoldatban végeztiik, 50-60%-os sejtkonfluencidndl lipofectamine 2000 reagens
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) felhaszndldsaval. A liposzoma-DNS komplex sejtbe torténd
bejutdsat 3 oran keresztiil 37 °C -os termosztatban biztositottuk (5 pug DNS/tenyésztolyuk). 48
Ords expressziot kovetden a transzfektdlt tenyészeteket 1000 pg/ml geneticint tartalmazo
DMEM tépoldatban tenyésztettiik tovdbb. A geneticin mint eukariéta fehérjeexpressziot gatld
antibiotikum biztositotta a nem transzfektdlt sejtek pusztuldsat. A szelekcid 14-18. napjan
transzfektalt sejtkolonidkat izoldltunk. A Trisk 95 fehérje tultermeltetésének hatékonysigat az
egyes klénokban immuncitokémiai moddszerrel ellendriztiik, a fehérje C-terminédlisa ellen
termeltetett specifikus antitest felhaszndldsaval. Az egyes transzfektdlt klonok fehérje-
tiltermelése a sejtbe bejutott plazmid kopiaszamatdl és a gazdasejt genomjiba torténd
integraciotdl fiigg. A funkciondlis méréseket mind kontroll, mind transzfektalt myoblastokbdl

differencialtatott, 5-7 napos, sokmagvi izomcsdveken végeztiik.

Primer vdzizomtenyészetek

Ezen tenyészetek készitéséhez Ujsziilott, 1 napos egér, valamint 5-10 napos patkany
egyedeket haszndltunk. A felhasznélt dllatokat a Debreceni Egyetem Allat-Etikai Bizottsiga
altal jovahagyott protokoll szerint aldoztuk fel. A tenyészetek alapjat a vazizomrostok
membrdnja €s alaphartydja kozott taldlhaté szatellitasejtek képezik, melyek oszt6do
az embriondlis vdzizomzat kialakuldsdhoz vezet. Az dllatok éteres altatdsit és cervicalis
dislocatio-jat kovetéen a vazizmokat az dllatok hatsé végtagjaibol preparaltuk ki, Hank-
oldatba helyeztilk, majd apr6 darabokra vagtuk. Az izomszovetet 37 °C-on, 0,75 mg/ml
kollagendz és 1,5 mg/ml tripszin tartalmi CMF-PBS-ben 15 percig emésztettiik, majd az
enzimreakciot 10% 16szérum hozzdaddsaval Adllitottuk le. Tobbrétegli nylonmembranon
torténd atsziirés utdn a sejteket 10 percen keresztiil 1000 /perc fordulaton centrifugéltuk.

Centrifugdlds utdn 15% FBS-t és penicillin-streptomycin antibiotikumot tartalmazé HAM F12
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proliferdltatd tdpoldatban feddlemezekre szélesztettiik Oket, majd termosztitba helyeztiik
(37 °C, 5% CO,) tenzi6 mellett. Két nap mdilva a sejtek myotubulusokkd torténd
differencidlodasat 5% l6szérumot tartalmazé6 DMEM tapoldattal indukéltuk.

Egér eredetii, primer tenyészet — adenovirus medidlt géntranszfer

A primer, egér eredetli vazizomtenyészetekben rekombinans adenovirust hasznéltunk
a Trisk 95 véazizomfehérje expresszidjdnak modositdsdra. A duplaszald DNS-t hordozé
adenovirus kivaléan alkalmas idegen gének tranziens, rovid idejii expresszaltatdsara, nem
integralodik a gazdasejt genomjéba, a sejtek receptor medidlt endocitézis révén fertézddnek.
Az éltalunk hasznélt rendszerben kétféle adenovirus vektort hasznéltunk: egy kontroll virust
(rAdV5-DsRed), amely a piros fluoreszcens protein cDNS-ét tartalmazta és expresszalta; és
egy (rAdV5-Tisk95-ires-DsRed) rekombindns virust, amely a piros fluoreszcens proteinen
kiviil a vazizom Trisk 95 teljes szekvencidjat is hordozta CMV prométer szabalyozdsa alatt. A
virusokat a Gene Vector Production Network, Genethon III (Evry, France) tervezte és
készitette. A proliferdlé primer myoblastokat 90%-os konfluenciandl, 10 6rds inkubécid sordn
fertdztilk 40-szeres multiplicitast alkalmazva (a sejtmag-virus ardny 1:40), szérummentes
HAM F12 t4poldatban, majd a tdpoldat differencidltatd oldatra torténd cseréjével
differencial6dést indukaltunk.

A kontroll sejteket a kontroll virussal (rAdV5-DsRed), a késobb triadint
overexpresszdld izomcsoveket pedig rAdVS5-Trisk95-ires-DsRed virussal fertéztik. A
funkciondlis vizsgélatokat az infekcié és differencidlédds utdn 55-60 6raval, konfokalis

mikroszkopos technikaval végeztiik.

Patkdny eredetii primer tenyészet — liposzoma medidlt shRNS transzfekcio

A primer patkdny vazizom-tenyészetekben RNS interferencia médszert alkalmaztunk
az endogén Trisk 95 fehérje expresszidjdnak csOkkentésére vagy gétlasdra. Az 4ltalunk
alkalmazott small hairpin RNS (shRNS) a magban torténd expresszid (valdjdban egy dsDNS
szekvencia transzfekci6jarél van sz6 mely a magban hatdsos shRNS-sé irédik &at) sordn
keletkez6 70-80 bp-nyi nukleotidszekvencia. Megfeleld atirédasat H1 vagy U6 promoter és
termindcids szigndl biztositja. Az shRNS a sense-loop-antisense szakaszokbdl épiil fel. A
,»sense” specifikusan megegyezik a gatolni kivant fehérje mRNS szekvencia részletével, mig
az ,antisense” ennek specifikus komplementere. A sejt specifikus Dicer fehérjéje a ,,loop”

szakaszt hasitva eredményezi egy duplaszali siRNS képzddését, amelynek ,,antisense” szdla a

RISC-komplex segitségével kapcsolodik a mRNS specifikus szakaszdhoz. Az igy 1€étrejovo,
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egy szakaszdn duplaszalivd alakuld mRNS a sejt szdmdara értelmezhetetlenné valik,
feldarabolddik, ezéltal a kodolt fehérje transzlacidjanak elmaradédsat eredményezi. A Trisk 95
fehérje mRNS-ére specifikus shRNS-t a Construct Builder (Genscript, Piscataway, NJ, USA)
segitségével terveztiik €s azt a SigmaGenosys allitotta eld. A vélasztott shRNS sense régidja:
5’GGCAAAGATGTAAAGCCTAAA, antisense régidja: 5STTTAGGCTTTACATCTTTGCC volt. A
szekvencia Trisk 95-re vonatkoz6 homoldgidjit blast filtering programmal ellendriztiik,
tovabba az shRNS nonspecifikus hatdsait scrambled RNS alkalmazédsaval zartuk ki. A Trisk
95 fehérje megjelenését immuncitokémiai mddszerrel vizsgaltuk az izomdifferencidlodas
kiillonboz6d szakaszaiban (2-4. napig). Az shRNS-t liposzéma medidlt transzfekcidval
(Lipofectamine 2000) juttattuk a sejtekbe a differencidlodds megkezdését kovetd 24-30
oraval, még a fehérjének a myotube-okban torténd megjelenését megel6zden. A transzfekciot
Opti-MEM tdpoldatban 3 6ran keresztiil végeztiik 37 °C-on, termosztatban (500 ng shRNS/6
Iyuku plate). Az RNS interferencia hatékonysagit 3-4 napos, termindlisan differencialt
allapotd, transzfektdlt izomcsoveken immuncitokémiai modszerrel ellendriztik. Az
ugyanilyen kord myotubulusokon Ca**-méréseket végeztiink konfokalis mikroszkép

segitségével.

Immuncitokémia

Az immuncitokémiai médszerek segitségével minden olyan anyag kimutathatd, amely
antigénként képes viselkedni. Az immuncitokémiai vizsgédlatok sordn poliklondlis és
monoklondlis antitestek egyardnt hasznélatosak. Egy antigénen tobb antitestkotd hely (epitop)
is taldlhatd, ezek mindegyike ellen termeltethetd antitest. A poliklondlis antitest-savoban az
antigén tobb epitdpja ellen is taldlhaté ellenanyag, igy a kapott reakcid erds festddésii, de
kevésbé specifikus. A monoklondlis antitest ezzel szemben az antigén egyetlen epitopjahoz
kotédik, igy a reakcid kevésbé erds, de specifikusabb. Az elsddleges antitesthez annak Fc-
szakasza ellen termeltetett mdsodlagos antitestet kotiink (fontos a faj azonossag), amelyhez
jelzéanyagokat (pl. fluoreszcein-izotiocianitot [FITC], vagy mads fluoreszcens festéket)
kapcsolva a célfehérje lokalizacidja specifikusan lathatova tehetd fluoreszcens mikroszkép
alkalmazasaval.

Az aldbbiakban targyalt immunfestési technikat C2C12 sejtvonalon és primer vdzizom
sejtkultiran a Trisk 95 fehérje kimutatdsdra, valamint primer HD sejttenyészeten a P2X
ionotrép purinoreceptorok vizsgalatdra alkalmaztuk.

A sejtkultdrdkat foszfat pufferes séoldattal atmostuk, majd 20 percen keresztiil

jéghideg 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk. A sejtmembrdn permeabilizaldsat
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15 perces kezelés soran 0,1%-os Triton X-100-zal biztositottuk, majd az aspecifikus helyek
blokkoldsédra 1% borjiszérum-albumin oldatot (BSA) haszndltunk (30 perc szobahd). Ezutidn
a sejteket primer antitesttel inkubaltuk (4 °C-on, egy éjszakan keresztiil) az alabbiak szerint:

- vazizomtenyészeteken az anti Trisk 95 antitestet (Dr. I. Marty, Grenoble, France ajdndéka)
1:500 arédnyban higitva. Az antitest a Trisk 95 fehérje C-termindlisdnak 673-687 aminosav
szekvencidju epitopjat ismeri fel;

- HD sejttenyészeteken az anti P2X-receptor antitestet (Alomone Labs. Jeruzsdlem, Izrael)
1:100 ardanyban higitva.

Ezt kovetden minden tenyészet esetén fluoreszceinnel konjugdlt mdsodlagos IgG-t
alkalmaztunk 1:500 ardnyban higitva PBS-ben, 1 6rdn keresztiil, szobahOmérsékleten. A
sejtmagokat DAPI-val (4’,6-diamidino-2-fenilindol) tettiik lathatévd (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Az eredményeket fluoreszcens vagy konfokalis mikroszkdéppal

értékeltiik.

RT-PCR

Ezen kisérletekkel a HD sejttenyészetek 4ltal expresszalt kiilonb6zo tipusi P2X-,
valamint P2Y -, P2Y3-, P2Y;s-purinoreceptorok, a Sox9 transzkripcids faktor, az aggrekdn
fehérje, valamint a Il-es tipusi kollagén mRNS szintii jelenlétét igazoltuk a tenyésztés
kiilonbozé stddiumaiban (0-6. napig) RT-PCR segitségével. Kontrollként GAPDH-t
hasznéltunk.

Az RT-PCR analizishez a tenyésztett sejtszuszpenzié 100 pl-es cseppjeit miianyag
Petri-csészék felszinére cseppentettiik ki, ezt kovetden a megfeleldo porckulturdkat el@szor
RNaz-mentes fiziologids NaCl oldattal mostuk 4at, majd folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk, és felhasznéldsig -70 °C-on taroltuk. Ezutdn a kiilonb6z6 kord HD
sejttenyészetekbdl teljes RNS-t izoldltunk Quiagen Rneasy® Micro Kit segitségével a gyartd
altal mellékelt protokoll alapjan (Quiagen, Budapest, Magyarorszag). Az izoldlt RNS
mennyiségét €s tisztasdgat NanoDrop (NanoDrop Technologies, Bio-Science, Magyarorszag)
késziilék segitségével ellendriztik. Az {igy nyert RNS-mintdb6l Omniscript reverz
transzkripcids kit (Quiagen, Magyarorszdg) felhasznaldsaval, oligo(dT) primerek segitségével
cDNS-t készitettiink. A reverz transzkriptdz reakci6hoz hasznélt oldat 500 ng RNS-t, 0,25 pl
RNa4az inhibitort, 0,25 pl oligo(dT)-t, 1 pul ANTP-t (200 uM) és 200 egység M-MLV RT-t
tartalmazott 1x RT-pufferben 20 pul reakcié végtérfogatban. A specifikus cDNS-szekvencidk
amplifikacidja olyan primerekkel tortént, amelyeket az interneten hozzaférheté (GenBank;

www.ncbi.nlm.nih.gov) csirke nukleotidszekvencidk alapjan dllitottunk el6. A primereket
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Primer Premier 5.0 szdmit6gépes program segitségével (Premier Biosoft International, Palo

Alto, CA, USA) terveztik. Az amplifikdci6hoz felhaszndlt primer-pdrok szekvencidi a

kovetkezok voltak:

Gén

Primerek

Nukleotid szekvencia (5°—3")

GenBank
Accession No.

Amplimer
mérete
(bp)

P2X,

P2X,

P2X;

P2X4

P2X;

P2X;

Sox9

Aggrekan

core protein

Collagén, II-

es tipus

GAPDH

P2Y,

P2Y;

P2Y;s

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

forward

reverz

ATA CAT CAT AGG GTG GGT TT
(211-230)

AGA TTT CGC AGG TCT TCA T
(551-569)

CGC AGT TCA CCA TCC TCA TC
(1119-1139)

CTT GGC AAA CCT GTA GTT GTA GC
(1434-1456)

CTC GGT GTT CGT GGT GGT C
(324-342)

GTG GCT GTT GCT CGG GAT
(683-700)

CTA TCA CAT ACC CAA TCC G
(512-530)

TTT CAA TGC CAC TAC TAT CC
(905-924)

TCC TAC CTA AAG ACC TGC CAC T
(643-664)

TGC CTT GCC ATT CAC CAT
(970-987)

TCC TAT GAT CCT CGC ACC T
(1228-1246)

GAT GAT GGC TCT GTC CTC C
(1587-1605)

CCC CAA CGC CAT CTT CAA
(713-731)

CTG CTG ATG CCG TAG GTA
(1075-1093)

CAA TGC AGA GTA CAG AGA
(276-294)

TCT GTC TCA CGG ACA CCG
(688-704)

CCC TCA AAT CCC TCA ACA ATC A
(3616-3628)

AAT CTC CGC TCT TCC ACT CG
(3735-3755)

AAG GTC GGA GTC AAC GGA TTT GG

(115-138)

AAT GAG CCC CAG CCT TCT CCA T
(415-437)

ACC TGC CCA CCG TCT ACA TC
(301-320)

CGG CGT TCT TCT TCT TCA GC
(629-648)

AGT GCC TGC CCA CCT TTG T
(484-502)

CGG CCT TGT CCT TCT TCT TG
(704-723)

AAC AAC ACG GAG CAA AGA A
(556-574)

CAG GGT GAC AGG GTA CAT AG
(887-906)

NM 204519

XM 415287

XM 426413

NM 204291

AJ308518

XM_001235162

NM 204281

XM_001232949

NM_204426

NM_002046.3

NM_205333

X98283

NM_205199

359

338

377

413

345

378

381

429

120

322

348

240

351

Az egyenként 50 pl Ossztérfogati PCR-reakcié elegyek a kovetkezd OsszetevOket

tartalmaztdk: 2 pl forward és reverz primer (0,4 uM), 1 ul ANTP (200 uM), és 5 egység

Promega GoTaq®

DNS-polimerdz pufferben.

A  kivant DNS-szakaszok

specifikus

felerdsitéséhez programozhatd termosztitot hasznaltunk (Eppendorf Mastercycle, Netheler,
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Hinz GmbH, Hamburg, Németorszdg) a kovetkezd bedllitdsokkal: 2 perc 95 °C-on a kezdeti
denaturdci6hoz, amelyet ismétlddo ciklusok kovetnek: 94 °C 1 perc, majd primertdl fiiggd,
optimdlis hdmérsékleten torténd annellacié (1 perc), a lanchosszabbitds (elongéacid) pedig 72
°C-on tortént, 1,5 percig. Az utolsd, 35. ciklus utdn tovabbi ldnchosszabbitdsi 1€épés
kovetkezett 72 °C-on, 10 percig. A PCR-mintdkat végiil 1,5%-os, ethidium-bromiddal

megfestett agar6zgélen vizsgaltuk.

Membranfrakcio-preparalas

A HD sejttenyészetekben a felszini membranban lokalizdl6dé P2X-purinoreceptorok
fehérjeszintli vizsgalatdhoz mind teljes sejtlizaitumot, mind plazmamembran-frakciot
alkalmaztunk. A mintdk begytijtéséhez a tenyésztés minden napjan (1-6. nap) sejtkultdrakat
arattunk. A sejtpelletet 100 pl homogenizaciés pufferben (50 mM Tris-HCI puffer [pH 7,0],
10 pg/ml Gordox, 10 pg/ml leupeptin, 1 mM fenil-metil-szulfonil (PMSF), 5 mM benzamidin,
10 pg/ml tripszin-inhibitor és 0,5% Triton X-100) szuszpendéltuk. A mintdkat folyékony
nitrogénben gyorsfagyasztottuk, és felhaszndldsig -70 °C-on taroltuk. Feltirds sordn a
mintdkat 4 alkalommal, egyenként 30 masodpercig szonikédltuk (Branson Sonifier, Danbury,
USA). A HD sejttenyészetek plazmamembran-frakcidjanak izoldldsdra a szonikalt mintdkat
50 000 g-n centrifugdltuk 90 percig, 4 °C-on. Az iiledéket 50 pul 1% Triton X-100-zal
kiegészitett homogenizacios pufferben triturdltuk jégen. Egy 6ra triturdlds utdn ismét 50 000
g-n centrifugdltunk 55 percig, 4 °C-on; a feliilisz6 tartalmazta a plazmamembran-frakciot,

amit a Western-blot analizishez hasznaltunk.

Western-blot analizis

A fehérjekimutatds sordn a mintakat 1/5 térfogatd, 6tszoros toménységii elektroforézis
mintapuffer (310 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS, 50% glicerol, 100 mM DTT, 0,01%
bromfenolkék) hozzdadasdaval kezeltiik, és 5 percig 80 °C-on foztiik. A purinoreceptorok
immunolégiai detektdlasdhoz 50 pg fehérjét szepardltunk 7,5% SDS-PAGE gélben. A
fehérjéket elektroforézis segitségével transzferdltuk nitrocellul6z membranra. A membranokat
PBS-ben oldott sovany tejpor 5%-os oldataval blokkoltuk, majd a membranokat egy éjszakan
at (4 °C-on) inkubdltuk, a P2X-receptorok karboxi-termindlisa (Alomone Labs, Jeruzsalem,
Izrael), a P2Y, receptor karboxi-termindlisa (Sigma, Budapest, Hungary), a P2Y-receptor
amino-termindlisa (Sigma, Budapest, Magyarorszdg), valamint a P2Y, receptor 3.
intracellular loop-ja (Alomone Labs, Jerusalem, Israel) ellen termelt, 1:200 higitdsd primer

antitest hozzdaddsa utdn. Haromszor 10 perc PBST-s (0,1% Tween 20-szal kiegészitett PBS)
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mosdas utdn a membranokat szekunder antitestekkel, torma peroxiddzzal (HRP) konjugélt IgG-
vel (Sigma, Budapest, Magyarorszdg) inkubdltuk, 1:1000 higitdsban, 5%-os tejporos PBS
oldatban higitva, 1 6rdn at. A jeleket kemilumineszcencids reakcidval, a laboratériumunkban
rendelkezésre all6 késziilék segitségével (Amersham Biosciences, Budapest, Magyarorszag)

detektaltuk.

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

A tenyésztés 3. napjan a HD sejttenyészetek tapoldatit egyszeri 100 uM ATP-vel, 180
uM ADP, UDP, UTP-vel vagy 10 uM suraminnal egészitettiik ki egyes kisérletekben, hogy az
emlitett farmakonoknak a porc képzddését és differencidlédasanak mértékét befolydsolo
hatdsat tanulmanyozzuk. A HD sejttenyészeteken a porcmatrix mennyiségét metakromazias
festéssel tettiik lathatévd, dimetil-metilénkék (DMMB), valamint toluidinkék (TB)
alkalmazasdval. A szinreakci6 alapjat az képezi hogy az emlitett anyagok nagy affinitdssal
kotédnek a porcmdtrix erésen szulfatdlt (SO4>) proteoglikdn és gliikézaminoglikdn (GAG)
komponenseihez, lila szinli festodést eredményezve. A festdédd matrix mennyisége ardnyos a
porcképzddés mértékével.

DMMB festés esetén 28% etanolt, 4% formalint és 2% ecetsavat tartalmazé oldattal
fixaltuk a differenciélt porctenyészetet, minden esetben a tenyésztés 6. napjan. A jeloléshez
0,1%-0s DMMB-t hasznéltunk 3%-o0s ecetsavban oldva (5 perc). Az eredményt vizudlisan
értékeltiik.

Toluidinkék festés esetén az eldbb leirt fixalast kovetden a tenyészeteket glicin-HCI
pufferben (pH: 1,8) oldott 0,1% toluidinkékkel festettiik 15 percen keresztiill. A nem kotott
festék pufferes mosdsat kovetden a kotott festék abszoldt etanolban oldott 8% HCI
alkalmazdasdval kivonhat6 (savas extrakcio). A kontroll ill. kezelt tenyészetekbdl kivont festék
abszorbancidjat 625 nm-en (ODg;s) fotometrids modszerrel mértiik meg (Chameleon, Hidex,
Turku, Finland). Az értékek atlagat 5 fiiggetlen kisérletbdl kaptuk. Az ODgps értékeket

minden esetben a kontrollra normaltuk.

A HD sejttenyészetek altal a tapoldatba szekretalt ATP meghatarozasa

A sejtek altal szekretdlt ATP-koncentracié meghatarozdsa az adenozin 5’-trifoszfat
(ATP) Bioluminescent Assay Kit (Sigma, Budapest, Magyarorszdg) felhasznaldsaval tortént.
A rendszer elve a luciferdiz enzim daltal katalizalt reakci6: ATP+luciferin Adenyl-

luciferin+PP;  Adenyl-luciferin+O, Oxyluciferin+t AMP+COy+fényreakcio. A mérés a
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gyartd cég dltal megadottak alapjan tortént. 200 mm-es Petri-csészébe egyenként 100 pl
mesenchymalis  sejtszuszpenziét oltottunk, majd a tdpoldatba szekretdlt ATP
koncentraci6janak meghatdrozdsit minden tenyésztési napon ugyanazon idOpontban
végeztilk. A méréshez minden alkalommal a sejtekrdl leszivott és pH 7,8-ra dllitott tapoldat
50 pl-ét haszndltuk, 2 parhuzamos kisérlet sordn. A hattér fényemissziét steril vizzel és
kontroll, nem sejtekrdél szdrmaz6 HAM F12 tdpoldattal hatdroztuk meg. Az ATP Assay
keverék nagyfokd bomlékonysiga miatt minden mérést megelézden uj standard gorbét
készitettiink 107, 107, 107, 107 és 10"°mol/l koncentraciéji ATP-oldatok felhasznaldsaval.
A mintdk lumineszencidjat microwell plate reader késziilékkel (Chameleon, Hidex, Turku,

Finland) mértiik.

Egyedi sejteken torténé fluoreszcens, intracellulris [Ca®*]-mérés

A kiilonbozd kori HD sejttenyészetek, valamint a védzizomtenyészetek sejtjeinek
intracelluldris [Ca’*]-véltozdsait a Fura-2-AM fluoreszcens Ca**-kotd festék segitségével
mértiik. A mérés alapelve, hogy a Ca®*-t kotott festék abszorpeiés maximuma (380 nm) eltér a
Ca”*-t nem kotott festékétsl (340 nm), igy a két hullimhosszon torténd gerjesztést koveten
emittdlt fluoreszcens fény intenzitdsdnak hdnyadosdbdl meghatdrozhaté az intracelluléris
[Ca®*]. A méréshez a HD sejttenyészeteket és a vazizomtenyészeteket azonos moédon
készitettiik el6. A sejtek tenyésztése 30 mm-es iiveg fedOlemezen tortént. A feltdltéshez
2 mM-os Fura 2-AM festék torzsoldatbél 10 pl-t (10 pM) alkalmaztunk. A festék
acetoximetilészter formdja biztositja a sejtmembrdnon keresztiili festékfelvételt. A 2 ml
feltoltd tapoldatot — mely megegyezik a sejtek tenyésztd tdpoldatdval — tovabbi 4 pl, 150 nM-
os neostigminnel egészitettiik ki, az esetlegesen jelenlevd extracelluléris acetilkolin-észteraz
gatlasa céljabol. A feltoltést 37 °C-on, termosztatban, 90 percen at végeztiik. A feltoltott
sejteket egy invertdld fluoreszcens mikroszkép dllvanyara helyeztikk, majd 40 x-es
olajimmerziés objektiv segitségével vizsgiltuk. A sejtekbe juttatott festék 340 és 380 nm
hullamhosszisagok kozott valtakozd gerjesztését a Photon Technology International (PTI)
Delta Scan™ kettds monokrométoros berendezés biztositotta (8. abra). A méréseket
szobahOmérsékleten végeztiik. Fényforrasként a rendszer xenonldmpdja szolgdlt, melynek
fényét egy forgotiikros sugdrosztd két nyaldbra osztja. A keletkezd sugarak kiilon-kiilon
monokromadtoron haladtak 4t, melyek eredménye a méréseinkhez sziikséges 340 és 380 nm
hullamhosszisagd fénynyaldb. A monokrométorokbol optikai szdlak vezették a fényt egy
csatolé egységen, valamint egy dichroikus tiikron keresztiill a mikroszkép targyasztaldn

elhelyezett sejtekre. A Fura-2 daltal kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en
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interferenciaszlird kozbeiktatdsdval egy fotoelektron-sokszorozé6 (PMT) segitségével
detektaltuk. A jeleket 10 Hz gyakorisdggal regisztraltuk. A héttérfluoreszcenciat a
targylemezek sejtmentes helyein mértiik, ezt a program automatikusan levonta a mért
fluoreszcenciaértékekbdl.

A két hullamhosszon torténd gerjesztés sordn mért fluoreszcenciaértékek hinyadosabol
(R=F340/F330) az aldbbi egyenlet alapjdn szdmitottuk ki az intracelluldris [Ca2+]—t:
[Ca®1i=Kp(R-Ruin)/ (Rimax-R),

ahol Kp a disszocidciés dllandd, Rp.x az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék Ca**-mal
telitett, Ry, az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egydltaldn nem kot Ca2+—0t, R a mért
fluoreszcenciaértékek hanyadosa, B a rendszerre jellemz6 dllandé.

A kisérleti elrendezés az 1-6 napos HD sejttenyészetek, valamint a vazizomtenyészetek esetén
kiilonb6z6 volt.

HD sejttenyészetek esetén a méréseket normél Tyrode-oldatban (137 mM NaCl,
5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES, 1 g/L gliikéz, pH 7,4) vagy
Ca”**-mentes Tyrode-oldatban végeztiik. Utébbi esetben a CaCl, elhagyédsa mellett az oldat
5 mM EGTA-t tartalmazott. Az ATP oldatot normél és Ca**-mentes Tyrode-oldatb6l 180 uM
végkoncentracioban, ADP, UDP, UTP oldatokat 180 uM végkoncentracidban, valamint
bradykinin oldatot 20 uM végkoncentriciéban Ca**-mentes Tyrode oldatbdl készitettiik. A
Ca**-mentes ATP, ADP, UDP és UTP alkalmazését megel6zéen a sejtekre 150 masodpercig
adagoltunk Ca’*-mentes Tyrode-oldatot. Az alkalmazott suramin-oldat normédl Tyrode-
oldatbdl késziilt 10 uM végkoncentriciéban. A Ca**-mentes ATP adagoldst megelézGen a
sejteket 150 masodpercig kezeltiik Ca®* mentes Tyrode-oldattal.

Vdzizomtenyészetek esetén az intracelluldris [Ca’*]-t valamint a sejtek kiilonbozd
anyagokra kialakul6 Ca**-tranzienseit normal Tyrode-oldatban és Ca**-mentes Tyrode-
oldatban vizsgaltuk. Depolarizalé hatasu oldatként 120 mM koncentraciéju KCI-t tartalmazo
oldatot hasznaltunk, melyet normél Tyrode-oldatbol készitettiink azonos mennyiségli NaCl
elhagyésdval. A RyR-t stimuldl6 koffein-oldat (15 mM) szintén normal Tyrode alapui volt. A
kiilonbozé oldatok adagoldsahoz lokdlis perfizids rendszert hasznaltunk (Valve Bank™ 8§
version 2.0, AutoMate Scientific, USA), a vizsgélt anyagok oldatit egy nagyon vékony lokal-
perfuziés tli (belsé atmérd: 250 pum, dramldsi sebesség: 1,5 pl/s Perfusion Pencil™,;
AutoMate Scientific, San Francisco, CA, USA) segitségével juttattuk a mérni kivant sejtek
kozvetlen kozelébe. A mérési eredményeket egy a Debreceni Egyetem Elettani Intézetében

kifejlesztett program segitségével értékeltiik ki.
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8. abra A PTI fluoreszcens Ca**-mérérendszer sematikus mitkbdése. A Fura 2-AM gerjesztése

a két monokromadtor, az emisszio detektdldsa a fotoelektron-sokszorozo segitségével torténik.

Konfokalis mikroszképos mérések

Konfokalis mikroszkopos vizsgélatokat csak a vazizomtenyészeteken végeztiink. A
konfokdlis l1ézer pdsztdzé mikroszkép (confocal laser scanning microscope, CLSM) olyan
optikai mikroszkép, mely megoldotta azon problémat, hogy a vastagabb bioldgiai
preparatumokban, szovetmintdkban, sejtekben a kiillonbozd, egymashoz kozel levo rétegekbdl
egyszerre érkezd informacié csokkenti az eldallitott kép kontrasztossagit. A CLSM
felépitésébdl adédoan csak egy adott keskeny rétegbdl szdrmazo6 sugarak jutnak a detektorra
és keriilnek leképezésre. Egy féligateresztd tiikron dthaladd, a mintdra fokuszalt pasztdzo
1ézersugar altal gerjesztett fluoreszcens fény a tér minden irdnydba emittdlédik. Ezen fénynek
a megfeleld irdnyba haladé részét az objektiv lencse Osszegytijti, és igy az egy féligatereszto
tilkor segitségével egy lencsére jut. A lencse fokuszdban egy pwm nagysdgrendli apertura
(pinhole) van, és csak az ezen kicsiny lyukon keresztiilhalad6 fény jut a detektorra. A 1ézer
jelentdsége abban van, hogy a keskeny aperturdn athaladé fény intenzitdsa igen legyengiil, a
1ézerfény intenzitdsa azonban még ekkor is elegendd ahhoz, elektronikusan észlelhetd jelet
kapjunk. A mintdnak a bedllitott fokuszmélységen kiviil es6 rétegébdl szarmazé fény ebben a
rendszerben nem jut el a detektorig, ezt az emlitett apertura akaddlyozza meg. A leképezési
réteg egyes pontjaibol jovo informdacié begyiijtését a CLSM pésztdz6 (scanning) rendszere
teszi lehetové. Vizsgdlatainkban a Zeiss LSM 510 pésztaz6 1ézer mikroszkopot hasznaltuk

Fluo-3 vagy Fluo-4 fluoreszcens Ca®*-kotd festékkel feltdltott sejtek Ca**-tranzienseinek
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nyomonkdvetésére. Az intracellularis [Ca®"), és igy a festék 4ltal kotott Ca®* mennyiségének
emelkedésekor a festék fluoreszcencidja fokozdodik, ami fényintenzitds-novekedésként
detektdlhatd. A normalizalt fluoreszcenciaintenzitdst line-scan imaging (x,t), illetve

kétdimenzids (x,y) leképezési modszerrel vizsgaltuk és jelenitettiik meg.

Elemi Ca2+—felszabaduldsi események vizsgadlata kontroll és transzfektdlt sejteken

A C2C12 myotubulusokat 2-3 percig 0,002% szaponint tartalmazé relaxalé oldattal
kezeltiik (125 mM K-glutamét, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,, 5 mM Na-ATP,
10 mM Na-foszfokreatin, 10 mM gliik6z, 0,13 mM CaCl,, 8% dextran). A felszini membréan
permeabilizacidjanak ellendrzése SO uM Fluo-3 hozzdadésdval tortént, ezaltal az izomcsovek
lathatova valtak. Ezt kovetden az oldatot lecseréltiik egy 0,1 mM Fluo-3-at tartalmazé belsd
oldatra (125 mM K-glutaméat, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,, 5 mM Na-ATP,
10 mM NA-foszfokreatin, 10 mM gliikéz, 0,13 mM CaCl,, 8% dextran), amiben a
méréseinket végeztiik.

Az egér vagy patkdny eredetii primer myotubulusokat 1 6ran keresztiil 37 °C-on 10
uM Fluo 4-AM tartalmd differencialé tipoldatban inkubaltuk. A Ca**-mérést normal Tyrode-
oldatban végeztik. X-Y képek és line-scan mérések segitségével rogzitettik a
fluoreszcenciaintenzitas, azaz az intracellularis [Ca2+] valtozasait.

A line-scan felvételek 1ényege, hogy a fluoreszcenciaintenzitast F(x,t) az eltelt id6 (t)

€s a kivalasztott vizsgélt vonal 0 kezd6pontjatdl valé tavolsag (x) fliggvényeként dbrazoljuk.
A mért értéket normalizalt - F(x,t)/ Fo(x) - fluoreszcenciaintenzitdsként jelenitettilk meg, ahol
Fo(x) az alap fluoreszcenciaintenzitds, melyet az F(x,t;-t;) olyan iddintervallumban végzett
atlagoldsaval nyertiink, ahol a vizsgalt t;-t, id6szak alatt nem volt semmilyen intracelluléris
[Ca®*]-t érint6 esemény.
Vizsgélérendszeriink a vizsgdlt vonal mentén levO pontok fluoreszcenciaintenzitisat
2 us/pixel sebességgel pasztazta végig (vagyis a pasztdzas idotartama a vonal hosszatol fiigg),
majd a vonal ujbdli végigpasztazasit 1,5 ms elteltével kezdte tjra. A line-scan képeket 1,54
ms/vonal és 512 pixel/vonal sebességgel, 63x vizimmerziés objektiv haszndlataval
készitettiik. A detektdlds irdnya parhuzamos volt az izomsejt tengelyével.

A kétdimenziés leképezés esetén a pdsztizé rendszer végigpdsztdzza a sejtet
reprezentdlé pixeleket, és az egyes fluoreszcencia-intenzitdsokat x-y koordindtarendszerben
abrazolja. Ennek eredményeként a sejt fluoreszcenciaintenzitdsdnak egy adott pillanatban (a
»pillanat” a pdsztazas idejével megegyezd hosszusigu, az 512x512 pixel nagysdgi képek

esetén 500-600 ms) meglevo kétdimenzids képét kapjuk.
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A Fluo3-at és a Fluo4-et argon ion lézerrel gerjesztettiik (488 nm), és a fluoreszcencia
intenzitdst 500-570 nm-es ateresztd sziird segitségével detektdltuk. A képeket automatikus
eseménydetektdld programmal analizéltuk, melyet az intézetiinkben fejlesztettek ki. A
program a felismert események paramétereit - amplitidé (AF/Fy), FWHM (Full Width at Half
Maximum, azaz a félértékszélesség, a maximdlis amplitid6é felénél levd tavolsdg) és az

idétartam - is szamolja.

37



Eredmények 1.

Porcszovet — primer HD sejttenyészetek
Az extracelluldrisan alkalmazott ATP citoplazmatikus [Ca’*] emelkedést eredményez a
differencialodo primer porcsejteken

Mint azt mar kordbbi kisérleteinkben kimutattuk, a primer porcsejtekben a
differencidléddskor, mely rendszerint a tenyésztés 3. napjan torténik, jelentdsen megemelkedik
az intracellulris [Ca®*]. A folyamat kezdetén kimutathaté viszonylag alacsony (80 nM) szintrél
a differencial6déds napjéra szignifikans (140 nM) emelkedés detektdlhatd, majd a citoplazmatikus
[Ca®] djra alacsonyabb (de a kiinduldsindl valamivel magasabb; kb. 100 nM) értéken
stabilizdlodik. Eredményeink alapjan a leirt véltozds a differencidléddsnak nem pusztan
kisérdjelensége, hanem szorosan Osszefiigg vele, mint annak egyik eldfeltétele. Sikeriilt azt is
igazolnunk, hogy a differencidlédds napjan mérheté megemelkedett Ca**-szinthez sziikséges
ionokat a sejtek elsOsorban az extracellularis térbol veszik fel, egyelére még nem tisztazott
mechanizmusok révén [14]. Ahhoz, hogy megprdébaljuk azonositani azon csatornafehérjéket,
amelyek felel0ssé tehetOk a differencialodashoz nélkiilozhetetlen megemelkedett intracelluléris
[Ca®*] 1étrehozésaért, olyan Ca**-csatorna-csalddot kerestiink, melynek tagjai a differencidl6dési
folyamattal parhuzamosan valtozé expresszids mintdzatot mutatnak, precizen szabédlyozottak, €s
amelyekrél irodalmi adatok alapjan ismert, hogy részt vesznek mads sejttipusok
differencidloddsanak szabdlyozdsdban is. Erre a szerepre a legigéretesebb jeloltnek a
purinoreceptorok tlintek [72, 73]. Kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a
kiilonboz6 kord HD sejttenyészetek sejtjein, mint nem ingerelhetd sejteken, megjelennek-e olyan
funkcionélis receptorfehérjék, melyek révén az extracelluldrisan adagolt 180 uM ATP hatdséara a
sejtek belsejében megemelkedik a citoplazmatikus [Ca®*]. Az ATP-oldatot az -,,Anyagok és
mddszerek” fejezetben leirtak alapjan - a sejtek kozvetlen kornyezetébe juttatva azt taldltuk,
hogy mind az ATP adagolds utdn a vélasz kialakuldsdhoz sziikséges id6, mind a Ca**-tranziensek
dtlagos amplitidéi (a maximdlis intracelluldris [Ca**]-novekedés) differencidlédésfiiggd
mintdzatot mutattak (9. dbra A-E, G), megfigyelhetd tovabbd, hogy a 3. napos kultdrdkban a
sejtek tilnyomo tobbsége, mintegy 90 %-a vélaszolt az agonistdra, addig a 2., a 4., és a 6. napos
tenyészetekben az ATP-érzékeny sejtek aranya elenyész0, az 1. napon pedig nem sikeriilt reagal6
sejtet taldlnunk (9. dbra F). Erdemes kihangstlyozni, hogy a tenyésztés 3. napjan differencidlédik
a sejtek tdlnyomé tobbsége porcsejtekké, és ugyancsak ezen a napon regisztraltunk egy
szignifikdnsan magasabb nyugalmi intracelluldris [Ca®*]-t is. A vélasz kivaltdsdhoz sziikséges

legrovidebb ATP-adagolds, valamint a legnagyobb amplitidé is ezen a tenyésztési napon volt

38



megfigyelhetd (9. dbra C) Az 1. tenyésztési napokon még 100 misodperces ATP-adagolds sem
indukalt citoszolikus [Ca2+]—emelkedést (9. dbra A), valamint a 2. napon is alig tudtunk jellemzd
Ca®*-vilaszt detektdlni (9. dbra B). A 6. napon a folyamat lecsengésére utal az ATP-adagolds

sziikséges idejének 1jboli emelkedése, valamint az amplitidé csokkenése (9. dbra E).
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9. dbra (A-E). A tenyésztés kiilonbozo napjain a HD tenyészetek sejtjein 180 uM ATP
adagoldsa utdn, az adott tenyésztési napra jellemzé Ca®* - tranziensek, 1,8 mM extracelluldris
Ca** jelenlétében. A Ca’*- tranziensek eldtti nyugalmi [Ca®*] értékek: A: 76 nM, B: 87 nM,
C: 113 nM, D: 97 nM, E: 77 nM. A vizszintes vonalak az ATP adagolds idejét jelolik. A
bemutatott regisztratumok 5 mérés koziil a tipikus sejtvdlaszokat mutatjak. (F). Az egyes
tenyésztési napokon az ATP-re vdlaszolo sejtek ardnya. (G). A kiilonbozo tenyésztési napokon

mért Ca’*-tranziensek csiicsértékeinek vdltozdsa. A szdmok az ATP-re vdlaszolé sejtek

ardnydt mutatjdak. Az adatok 5 fiiggetlen mérésbol szdarmaznak.
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Ezt kovetden megprobdltuk meghatdrozni az ATP hatdsara a citoszolban mérhetd
megemelkedett [Ca®*] forrasat, valamint, hogy metabotrép avagy ionotrép purinoreceptorok
felelosek-e a kivéltott hatdsért. Ezt a legegyszeriibben ugy tudtuk megtenni, hogy az ATP
adagolédsakor az extracelluldris kozegbél elvontuk a szabad Ca**-okat, Ca**-mentes Tyrode
oldat (CaCl, nélkiil, 5 mM EGTA) alkalmazésdval. Ebben az esetben a kiillonbz6 tenyésztési
napokon megvizsgélt mintegy 30 sejt egyikénél sem volt ATP-vel kivaltott Ca**-tranziens
detektalhaté (10. dbra A-B), ami erdsiti azon felvetésiinket, hogy az extracelluldrisan adagolt
ATP hatésaért Ca**-belépés, valamint ionotrop purinoreceptorok (P2X-receptorok) lehetnek
felelosek, melyek az extracelluldris térbl engedik be a szabad Ca®*-okat a citoszélba.
Kisérleteink kovetkezd fazisaban farmakoldgiai mddszerekkel, nevezetesen suramin, egy
nem-szelektiv P2X-antagonista, adagoldsdval probaltuk meghatdrozni az ATP-vélasz
kialakitasaért felelos receptoraltipusokat. A suramin a P2Xy-é€s P2Xg-altipusok kivételével,
gitolja az Osszes P2X-receptort [37]. Ezt kihaszndlva az ATP-adagoldsa el6tt a sejteket
10 uM suraminnal eldkezeltiik és azt tapasztaltuk, hogy az ATP-indukalt Ca**-vilasz
gyakorlatilag valtozatlan maradt, vagyis a a differencidlédé chondrogenikus sejteken
funkciondlé P2X-altipusok a mar emlitett P2X4-€s a P2Xg-receptorok lehetnek (10. dbra C).
Az ATP tobbszori, egymds utdni alkalmazdsa az intracelluldris [Ca2+] ismételt, tranziens
emelkedéseit eredményezte a 3 napos HD sejttenyészeteken. Viszonylag rovid, mintegy 100
masodperces kimosds elégségesnek bizonyult, hogy a sejtek visszanyerjék nyugalmi [Ca®*]-
jukat az ATP-adagoldsokat kovetden. A deszenzitizacié hidnya tovabb erdsiti a P2X4-vagy
P2X¢-receptorok lehetséges expresszidjat €s funkcionalitdsdt a vizsgalt HD tenyészeteken

(10.abra D).

A chondrogenikus mesenchymalis sejtek kiilonbozoé P2X-receptortipusokat expresszdalnak a
sejttenyészet koratol és a differencidloddsi stadiumtol fiiggden

A csirke mesenchymalis sejtek chondrogenikus differencidlédasa sordn jelenlévo
kiillonbozé P2X-receptortipusok expresszids mintdzatdnak felderitésére céljabol RT-PCR
reakciokat végeztiink. A csirkében expresszalodé P2X-receptorok mRNS szekvencidit a
GenBank adatbazisbdl toltottiik le, és valamennyi fellelt szekvencidra specifikus
primerpérokat terveztiink az ,,Anyag és modszer” fejezetben leirtak alapjan. A P2Xs-receptor

esetében sajnos nem allt rendelkezésre mRNS szekvencia.
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100 s
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10. dabra Az ATP-adagolds hatdsa 3 napos HD tenyészeteken. (A) Extracelluldris Ca**
hidnydban az ATP-indukdlt Ca’*-tranziens elmarad. (B) A nyugalmi [Ca®*] és az ATP
hatdsdra létrejové tranziensek csiicsértékeinek alakuldsa extracelluldris Ca’* jelenlétében és
hidnydban. Az adatok az intracelluldris [ Ca** ]k dtlagait mutatjdak 5 fiiggetlen kisérletbol,
zdarojelben a lemért sejtek szamdval. (C) A P2X antagonista suramin hatdsa (10 uM) az ATP
dltal kivdltott Ca’*-tranziensekre extracelluldris Ca’* jelenlétében (D) Extracelluldris Ca’*
jelenlétében az ATP ismételt alkalmazdsdnak hatdsa mutatja a nem deszenzitizdlodo P2X-

receptorok jelenlétét a differencidlodo chondrocytdkon.

A PCR reakciét kovetden a vart molekulasilyd amplimereket detektdltuk minden
rendelkezésre all6 cDNS minta esetében, azonban a P2X,-receptorndl csak nagyon gyenge
pozitivitast tapasztaltunk. A P2X;-valamint P2X;-receptorok mRNS szintli expresszidjat egy
differencidléddssal parhuzamosan emelkedd intenzitds jellemzi, amely a folyamat végét
jelentd 6. napra mérséklodik. A P2Xj-receptor mintdzatdnak tekintetében valtozatos
megjelenést tapasztaltunk, az 1-3. tenyésztési napokon megfigyelhetd, legerdsebb mRNS-
szintll kifejezddéssel. Eredményeink alapjan a primer porcdifferencidlédas folyaméan a P2Xy-
€s P2Xs-receptorok mutattdk a legerésebb mRNS-szintli expresszidt. Mindkét receptor
esetében a jel az els6 napon valt egyértelmlien intenzivvé, majd a tenyésztés végéig

folyamatosan gyengiilt (11. dbra A).
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A: RT-PCR B: Western blot

(1) Teljes lizatum
Tenyésztési napok Tenyésztési napok
0 1 2 3 4 6 1 2 3 4 6
P2X, [—  { Q W] P2X, | T PR e 1 ‘
359 bp - - 45 kDa
P2X P2X, —
338b | - 43kDa el el )
p
P2X :
P2X 5 e - t . -
37713)1) |- e . e | 47 kDa I
P2X,
P2X, | e I i cs | 8 kD | — - |

413 bp

P2X, w (2) Plazmamembran- frakcié
345 bp P2X,

|—'~— - —

el s pre—p—— | 45 kDa |

378bp L= P2X, | ‘

GAPD 43 kDa T —

321bpﬂl..'- . ‘ .| P2X; |- - — . — l
47 kDa >
P2X, I,_* 2 l
68 kDa

C:Immuncitokémia

20 ym

P2X, (3.nap) P2X, (3.nap) P2X; (3.nap)

11. dbra A kiilonbozo P2X-receptorok expresszios mintdzata a HD sejttenyészetek sejtjeiben a
tenyésztés kiilonbozo napjain. (A) Az RT-PCR reakciokkal detektdlt mRNS-szintii kifejezodés
vizsgdlata specifikus primerekkel kapott megfelel6 méretii amplimerek révén (a P2Xs-receptor
kivételével). Kontrollként GAPDH-specifikus primereket alkalmaztunk. (B) A P2X-receptor
altipusok fehérjeszintii vizsgdlata Western-blot analizissel a HD sejttenyészetek kiilonbozo
fejlodési stadiumaiban. Teljes lizatum és membrdnfrakcio mintdi voltak analizdlva, a felvitt
fehérjemennyiség minden esetben 50 ug volt. Az eredmények 3 fiiggetlen kisérletbol és 3-3
pdrhuzamos tenyésztésbol szarmaznak. (C) 3 napos porctenyészetek immuncitokémiai jelolése
a P2X;-, P2Xy-, valamint P2X,-receptorok jelenlétének detektdldasdra. 40X nagyitds mellett, a

reprezentativ képek 3 fiiggetlen kisérletbol, és 3-3 parhuzamos tenyésztésbol szarmaznak.

A kiilonbozé P2X-receptoraltipusok fehérjeszintli expressziéjat Western-blot
technikdval vizsgéltuk (11. dbra B). 3 kiilonboz6 tenyésztésbdl kapott eredményeink alapjan a

P2X,-altipus egyik esetben sem volt detektalhat6 és nem kaptunk pozitiv jelet P2X3-,valamint
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P2Xs-receptor esetén sem. A fehérjeexpresszid vizsgdlatat mind teljes fehérjelizaitum, mind
izoldlt membrinfrakcié haszndlatdval elvégeztik. A P2X;-receptor megjelenése a teljes
lizdtumban az mRNS mintdzatnak megfelelden alakult, mig a membranfrakciéban a
tenyésztés 1-3. napjdn igen erds jelet detektdltunk, amit a tovdbbi napokon jelentds
expresszidcsokkenés kovetett. Ellentétben az RT-PCR eredményeivel, a P2Xs-receptor alig
kimutathatd mennyiségben volt jelen a teljes lizatumban, erds pozitivitast detektaltunk
azonban a plazmamembrédnban a 4. napon. A teljes lizdtum vizsgdlata alapjan a P2X5-receptor
valtoz6 mintdzatot mutatott a 2. és a 4. napon tapasztalt legerésebb jelekkel, a
plazmamembranban viszont egy csucs-szerli mintdzatot kovetve a 2., 3., és 4. napokon lehet
megfigyelni ezen receptortipus legmarkdnsabb jelenlétét. A primer HD sejttenyészetekben a
P2X4 receptor fehérje szintl megjelenése bizonyult a legérdekesebbnek. A teljes
fehérjefrakcioban a 4. napon mutatta a legerdsebb pozitivitdst, a plazmamembran esetén a
receptor a 3. tenyésztési napon jelenik meg, majd csokkend intenzitdst mutatott a 4. és 6.
napon. A teljes lizitumban a 4. napon megfigyelhetd felddsulds hipotézisiink szerint a
receptor membrdnbdl torténd visszavételezésének kovetkezménye. Ezen eredmény
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel miszerint a chondrogenikus mesenchymalis sejtek
tilnyomo tobbsége a 3. tenyésztési napon vélaszolt az ATP-adagoldsra, valamint ez az a nap
ami a differencidlédés ,kulcsperiédusaként” jellemezhetd a mér emlitett szignifikdnsan
megemelkedd citoplazmatikus [Ca2+]-val. A P2X;-, P2X4- és P2Xj-receptorok jelenlétét
immuncitokémiai jeloléssel is igazoltuk, melynek sordn jo6l ldathat6 a P2Xy-receptor

membrinhoz kotott lokalizdcidja (11. abra C).

20 pm

12. dbra 8 napos csirkeembrio végtagtelepének P2X,- expressziojanak detektdldsa

immunhisztokémiai vizsgdlattal.
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Fontos megemliteni, hogy a P2X4-receptor a csirkeembrié fejlodd végtagtelepébol
készitett szovettani metszeten szintén kimutathaté volt. Az immunhisztokémiai vizgdlatot 8
napos embrié esetén végeztiik el, amely fejlédési stddium megkozelitdleg megfelel a 3-4

napos fejlettségii primer porc kultdra allapotanak (12. dbra).

A differencidlodds napjdn a tenyészto tapoldat ATP- vel torténd kiegészitése fokozza a
primer porcsejtek madtrixtermelését

Azon hipotézisiink megerdsitése céljabol, miszerint a chondrogenikus mesenchymalis
sejtek extracelluldris térbdl torténd Ca®* felvétele P2X-, kiilonosen P2Xy-receptorokon
keresztiil torténik, tovabbi kisérleteket végeztiink. A tenyésztés 3. napjan kiillonbozo
koncentracioban ATP-t adagoltunk a HD sejttenyészetek tdpoldatdhoz. Megfigyeléseink
szerint 100 uM ATP egyszeri alkalmazdsa szignifikdnsan tobb matrixtermelddést
eredményezett a 6. napra, amit a dimetil-metilénkék, valamint toluidinkék (TB) festéssel
igazoltunk. A suramin Onmagaban torténd, illetve ATP-vel kombindlt alkalmazdsa nem
eredményezett valtozast a termelt porcmatrix mennyiségében a tenyésztés végét jelentd 6.
napra. (13. dbra A). Az az irodalombdl ismert tény, hogy a suramin gatolja a hyaluronsav-
szintetdz enzimet, magyardzhatja a matrixtermelddés kismértékii csokkenését [74]. A 2. 1ll. a
4. napon torténd ATP alkalmazds nem modositotta a porcmatrix termelddését (13. dbra D). A
II-es tipusu kollagén és aggrekan magfehérje mRNS-szintje az emelkedett matrixképzddésnek
megfelelden szintén fokozddott a 3. napon torténd ATP kezelés hatdsara (13. dbra B). Bar a
Sox 9 esetén mRNS-szintli véltozast nem sikeriilt detektalnunk, ezen transzkripcids faktor
fehérjeszintli expresszidja sokkal intenzivebbé valt az ATP-hozzdadas kovetkeztében, amely
jelenség a nem-specifikus P2X antagonista suraminnal nem volt gatolhatd, tovébb erdsitve a
P2X, feltételezett szerepét. (13. dbra C). Mindezen véltozdsok azt mutatjdk, hogy az ATP-nek
pozitiv hatdsa van a matrixképzodésre €s porcdifferencidlédasra, de csak a chondroprogenitor
sejtek elkotelezetté valasdnak idoszakaban. Sem az éretlen porc, sem a mar differenciélt

rendszer nem érzékeny a kiils6 ATP hozzaadasra.

A HD tenyészetek sejtjei ATP-t szekretdlnak a tenyésztotapoldatba

Annak ismeretében, hogy az ATP adagolds milyen hatdssal van a differencidlodo
porcsejtek matrixtermelésére, felvetddott a kérdés, hogy vajon a porcosodé tenyészetek sejtjei
szekretdlnak-e ATP-t a tdpoldatba mint autokrin-parakrin mediétort, hogy eldsegitsék vagy
gyorsitsak sajat differencidléddsukat. Ezen kérdés kideritése érdekében a tenyésztés napjain

mintat vettiink a sejtek tapfolyadékabol, és ATP assay-t végeztiink. A tenyésztés valamennyi
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napjan kis mennyiségii ATP (2-10 nM) volt detektdlhat6. Ezen eredmény megegyezik mas
nem excitdbilis sejtek tdpoldatdban mért adatokkal [75].

2= 3

kontroll +ATP 100 pM, +suramin 10 pM, +ATP 100 pM

(OD,5=100%) 3.nap 3.nap +suramin 10 pM, 3.nap
(ODg,5=128%*) (OD,5=96%) (ODg,5=107%)
B: RT-PCR, 3.nap C: Western- blot, 3.nap
+ATP +ATP
C +ATP +sur +sur C +ATP +sur +sur
II. tipusi kollagén e ——— Sox9d [ -— --ﬂ
120 bp | | 62 kDa
aggrekan
429 bp |
sox9
— —— -l
381 bp

kontroll +ATP 100 pM, 2. nap +ATP 100 uM, 4. nap
(ODg,5=100%) (ODg,5=99%) (ODg,5=101%)

13. dbra 100 uM ATP és 10 uM suramin hatdsa a porcfejlédésre porcosodo HD
sejttenyészetekben. (A és D) 3%-os ecetsavban oldott DMMB-vel ldathatovd tett
metakromdzids porcteriiletek 6 napos tenyészetekben. A mintdkbol extrahdlt toluidinkék
optikai denzitdasanak meghatdrozdsa 625 nm-en. Az adatok minden kisérleti csoport 5
mérésének dtlagdt jelentik. A csillag a kivont toluidinkék OD-jdnak szignifikdns emelkedését
(*P < 0,01) jelzi a kontrollhoz viszonyitva. (B) A Il-es tipusii kollagén, aggrekdn és Sox 9
mRNS expresszioja ATP és/vagy suramin kezelés hatdsdra; kontrollként GAPDH-t
haszndltunk. (C) ATP és/vagy suramin hatdsa a Sox 9 fehérje expressziojara. A B és C
panelek esetében a reprezentativ dbrdk 3 fiiggetlen kisérletbol, 3-3 pdrhuzamos tenyésztésbol

szdrmaznak.

A P2Y-receptorok vizsgdlata

Bar a fenti eredmények a P2X receptorok alapveté fontossagit igazoljdk a
porcdifferencidlédds sordn, az ionotrOp purinoreceptorok vizsgdlatit kovetden tovéabbi
kisérleteket végeztiink a metabotrép, P2Y-receptorok jelenlétének és funkcionalitdsanak

felderitése céljabol, mivel a mar lek6zolt eredményeink alapjan ismert, hogy a HD kultira
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sejtjei tartalmaznak a belsd raktdrbol felszabadithato Ca**-ot, valamint IPs-receptort [14].
Mindezek tiikrében kivédncsiak voltunk, hogy a porcsejtek expresszalnak-e P2Y-receptorokat,
€s ha igen, ezek funkcidja az ATP-n kiviil mas nukleotiddal igazolhat6-e.

Az egész sejten torténd, fluoreszcens [Ca®*] mérés sordn megvizsgdltuk az
intracelluldris Ca”*-raktdrban jelenlevd és abbdl az IP; dtvonalon keresztiil felszabadithat6
Ca®* jelenlétét. Chondrocytdkon mér igazoltdk ezen dutvonalat aktivdld, funkciondlis
bradykinin receptorok expresszidjat [76], ennek megfelelden a 3. napos sejtekre adagolt
bradykinin (20 pM) 4tlagosan 30 nM amplitid6ji Ca**-tranzienseket eredményezett a sejtek
60%-nél. Kisérleteink folytatdsaként ADP-t, UDP-t és UTP-t mint nem-specifikus P2Y-
agonistdkat adagoltunk a HD tenyészetek sejteire 180 pM koncentraciéban. A sejtek 50%-nél
kismértékdi, - 4tlagosan 57 nM amplitdd6ju - intracelluléris [Ca**] emelkedést tapasztaltunk a
P2Y; és P2Y, agonista UTP adagolédsat kovetéen. Masrészrol a P2Y receptor agonista ADP
€s a P2Yy receptor agonista UDP alkalmazdsa nem eredményezett Ca**-tranzienseket a 3.
napos HD tenyészetek sejtjein (14. dbra A).

A metakromdzids szinreakcié alapjan, egyszeri 180 uM ADP, UDP illetve UTP
adagolédsa a tenyésztd tipoldathoz a 3. napon, nem eredményezett valtozdst a porcmatrix
termel6désében (14. abra B).

A GenBank adatbédzisban a P2Y;, P2Y3, P2Ys receptorok mRNS-szekvencidi allnak
rendelkezésre. Az RT-PCR reakcié alapjin mindhiarom metabotrép purinoreceptor stabil
mRNS-expressziét mutatott a tenyésztés folyaman (14. dbra C). Western-blot analizissel a
P2Y,, P2Y, és P2Y, fehérje jelenlétét vizsgéltuk teljes, valamint plazmamembrén fehérje-
frakciokban. A tenyésztés els6 napjan a P2Y; receptor jelenléte nem volt kimutathato, ezt
kovetéen azonban mind a két frakcidban annak stabil expresszidja volt detektalhatd egészen a
6. napig, amikor kismértékli expresszio-csokkenés volt tapasztalhatd. A P2Y, fehérje jelenléte
a tenyésztés 2.-4. napjaig mutatkozott legerdsebbnek a teljes fehérje-frakcidban. A
plazmamembran-frakcioban azonban dallandé expresszids szintet detektdltunk a 6. nap
kivételével, amikor csokkend expressziot mutatott. A P2Y, receptor esetén a teljes fehérje-
lizdtumban nem tapasztaltunk immunpozitivitast, mig a membran-frakciéban a 2. napon volt a

legmeghatdrozébb a fehérje jelenléte (14. dbra D).
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14. dabra A P2Y receptorok expressziojanak és funkcionalitdsdnak vizsgdlata a HD
sejttenyészeteken. (A) 20 uM bradykinin, 180 uM ADP, UDP, valamint UTP-vel kivdltott
Ca**-tranziensek extracelluldris Ca** hidnydban. A vonalak az agonistdk adagoldasdnak idejét
jelzik. A reprezentativ gorbék 3 fiiggetlen kisérletbol szdrmaznak. (B) 3%-os ecetsavban
oldott DMMB-vel ldthatovd tett metakromdzids porcteriiletek 6 napos tenyészetekben. A

mintdkbol extrahdlt toluidinkék optikai denzitdsdanak meghatdrozdsa 625 nm-en. Az adatok
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minden kisérleti csoport 4-4 pdrhuzamos mérésének dtlagdt jelentik 3 fiiggetlen kisérletbol.
(C) A kiilonbozo P2Y-receptorok mRNS-szintii expresszioja. Az RT-PCR reakcié sordn az
altipusok amplifikdcioja specifikus primerpdrokkal tortént. Kontrollként GAPDH-t
haszndltunk. A reprezentativ dbrdk 3 fiiggetlen kisérletbol, 3-3 pdrhuzamos tenyésztésbol
szdrmaznak. (D) A P2Y;-, P2Y,-, és P2Y4 fehérjék Western-blot analizise HD
sejttenyészetekbol. Teljes lizdtumot és membrdnfrakciot haszndltunk, sdavonként 50 ug felvitt
fehérjemintdval. A reprezentativ dbrdk 3 fiiggetlen kisérletbdl, 3-3 pdrhuzamos tenyésztésbol

szdrmaznak.
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Eredmények II.

Vazizomszovet - in vitro vazizomtenyészetek
Trisk 95 overexpresszio C2C12 izomsejtekben

A Trisk 95 overexpresszié hatdsat egér eredetll, vazizom sejtvonalon vizsgaltuk. Ezen
szabdlyoz6é fehérje endogén expresszidjara jellemzd, hogy mig a myoblastokban nem
mutathato ki a fehérje jelenléte, addig a differencidlodas utdni stddiumban levé myotubulusok
kimutathatdéan expresszdljdk azt (15. dbra A). A sejtekben a Trisk 95 tdltermelését pcDNA3.1
expresszids plazmid rendszerrel biztositottuk [52]. A vectorba a Trisk 95 fehérje teljes cDNS-

ét klonoztuk, a ligacio sikerességét agardz gél elektroforézissel ellendriztiik (15. dbra D).
A B
c D
(50)
_I"':
(50)
04

15. dbra Trisk 95 expresszio C2CI12 egér vdzizom sejtvonalban. (A) Az endogén Trisk 95
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o
o

o
(=]

=]
(=]

o
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Fluoreszcencia intenzitas A. E.

expresszioja az tires vektorral transzfektdalt C2C12 myoblastokban és myotubulusokban. (B) A
Trisk 95 fehérjét stabilan overexpresszdalo C2C12 klon. A kalibrdcio mind a 4 fluoreszcens
dbrdra vonatkozik. (C) A Trisk 95 expresszioja kontroll (fekete oszlop) és transzfektdlt (fehér
oszlop) myotubulusokban mért fluoreszcenciaintenzitds-értékek osszehasonlitdasa alapjdan. A
csillag a kontroll-hoz viszonyitott szignifikdns kiilonbséget jelzi (p<0,05). A szamok a 10-10
sejten osszesen lemért region of interest (ROI)-k szamdt jelolik. (D) Ethidium-bromiddal jelolt
agaroz gél elektroforézis a Trisk 95 cDNS és iires pcDNA 3.1 vektor (1. sdv), valamint az

emésztetlen klonozott vektor (2. sdv) ellendrzésére.
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A stabil transzfekciét kovetden a protein tdltermel6dését a szelektalt klonokban mind
myoblast, mind myotubulus stddiumban immuncitokémiai mddszerrel ellendriztiik (15. dbra
B). A fluoreszcenciaintenzitdsok kvantitativ analizise sordn a fehérje 94%-os tiltermelését
detektaltuk a kontroll, iires pcDNA3.1 vektorral transzfektdlt C2C12 sejtekhez képest (15.
abra C). Kisérleteinkhez abszolut kontroll C2C12 sejteket is hasznaltunk, melyek a
transzfekcids kontrollhoz hasonlitva nem mutattak szignifikdns kiillonbséget. A kontroll és
Trisk 95 overexpresszdlé 5-7 napos, termindlisan differencidlt C2C12 myotubulusokon

funkcionélis méréseket végeztiink.

Ca**-tranziensek Trisk 95 tiiltermeld C2C12 izomsejteken

Kisérleteink elején azt vizsgaltuk, hogy a fehérje tiltermelés moddositja-e a
myotubulusok Ca**-homeosztdzisat. A nyugalmi intracelluldris [Ca®*] esetében nem taldltunk
szignifikdns kiillonbséget a kontroll 1ill. transzfektalt myotubulusokat Osszehasonlitva
(77,4+£5.2 nM, [n=48] a kontroll sejtekben és 71,3+4.8 nM, [n=54] a Trisk 95 tultermeld
sejtekben). A tovdbbiakban agonistdkkal kivéltott intracelluldris [Ca™] véltozdsok
amplitidgjat vizsgaltuk. A funkciondlis rianodinreceptor jelenlétét, ill. az SR-bol
potencidlisan felszabadithat6 Ca®** mennyiségét 15 mM koffeinoldat alkalmazdsaval
bizonyitottuk (16. dbra A). Méréseink alapjan nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a
koffein altal kivaltott Ca**-tranziensek amplitddéjat illetben a vizsgdlt kontroll és Trisk 95
transzfektalt sejtekben (142+10 nM, [n=41] és 123+11 nM, [n=44]). A depolarizacié-indukalt
Ca**-tranzienseket 120 mM KCI oldat alkalmazdsdval vizsgdltuk normal (1,8 mM
extracelluldris [Ca®*]) és Ca**-mentes Tyrode-oldatban (16. dbra B, C). Extracelluldris Ca**
jelenlétében a KClI 4ltal kivaltott Ca**-tranziensek amplitdd6i nem kiilonboztek lényegesen a
kontroll és Trisk 95 myotubulusokban (168+10 nM, [n=48] és 200+31 nM, [n=54]). Ezzel
ellentétben a Ca’*-mentes oldatban alkalmazott KCl dltal kivaltott Ca**-tranziensek
amplitudoi szignifikansan csokkentek a Trisk 95 fehérjét tultermel6 myotubulusokban (98+10
nM, [n=42]) a kontroll sejtekkel Osszehasonlitva (170£14 nM, [n=29]). Mivel a triadin
overexpressziénak csak csekély hatdsa volt a koffein-indukalt Ca”*-felszabaduldsra,
feltételezhetd hogy az SR felszabadithaté Ca® mennyisége nem valtozott a Trisk 95
taultermelés kovetkeztében. Masrészrol, az extracellularis Ca>* hidnydban kivéltott
depolarizécié-indukalt Ca**-tranziensek vizsgdlata sordn a kiilsd Ca2+—megvonés
eredményeként, a Ca**-ok egyértelmiien a belsd raktarb6l szarmaztak. fgy a Ca®*-tranziensek

amplitidéinak szignifikdns csokkenéséb8l (16. dbra D) a bels§ raktarbol torténd Ca’*-

50



felszabadulds megvaltozott szabdlyozdsidra kovetkeztethetiink, amely megegyezik azon

eredményekkel amit korabban patkédny eredetli, primer vazizomtenyészeten mar leirtak [77].

A Kontroll Trisk 95

10s

50 nM

[Ca?],

1,8 mM
15 mM Kkoffein
B
1,8 mM
120 mM KCl T
C
0 mM
120 mM KCl T
D 250 - K ontroll (54)
C—Trisk 95
200 | (48) (29)
(41)
. 1501 (44)
5 42
& ( *: )
= 100 4
50 A
O B
Koffein KCl KCl
[Ca*], 1,8 mM 1,8 mM 0 mM

16. dbra Egész sejten torténd [Ca’*]-mérés kontroll és Trisk 95 overexpresszdld
myotubulusokon. (A-C) 15 mM koffein és 120 mM KCI dltal kivdltort Ca’*-tranziensek,
kontroll (bal oszlop) és Trisk 95 (jobb oszlop) sejteken. A KCI hatdsa extracelluldris Ca**
jelenlétében (B), ill. hianydban (C). (D) Az intracelluldris [Ca2+] vdltozdsok (A[Ca*']i)
osszesitett adatai. Zdrojelben a lemért sejtek szama; a csillag a kontrollhoz viszonyitott

szignifikdns eltérést mutatja p<0,0001.
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Elemi Ca’*-felszabaduldsi események Trisk 95 tiiltermeld C2C12 izomsejteken

A Trisk 95 tdltermelés hatasara bekovetkezo, az SR-bOl torténd csokkent Ca**-
felszabadulds alaposabb megértéséhez és tovabbi igazoldsdhoz lokalizdlt Ca**-események
vizsgalatit végeztikk el. Ezen funkciondlis méréseket kontroll és triadin tdltermeld
myotubulusokon végeztiik 1ézer konfokdlis mikroszkép alkalmazasdval. Kontroll
izomcsoveken mind sparkok (nagy amplitid6jd, rovid idejii, lokalizalt Ca**-felszabaduldsi
események 17. dbra A, bal panel), mind emberek (kis intenzitdsd, hosszu idejii események 17.
abra A, jobb panel) rendre megfigyelhetéek voltak. Megjegyzendd azonban, hogy a sparkok
megjelenési gyakorisdga messze nagyobb volt, mint az embereké. Méréseink alapjdn a
transzfektalt myotubulusok is produkaltak hasonld Ca2+—eseményeket (17. abra B), ezek
jellemzd paraméterei azonban markans valtozdsokat mutattak. Az eredményeket reprezentdld
hisztogramokbél lathaté (17. dbra C és D), hogy a kis amplitdd6jui Ca**-sparkok relativ
megjelenési gyakorisiga emelkedett a triadin overexpresszié kovetkeztében, ugyanakkor a
nagy amplitddéja sparkok eldéfordulési frekvencidja csokkent a kontroll sejtekhez viszonyitva
(17. dbra C). Az emberek atlagos amplitiddja ezzel szemben nem vdéltozott a triadin
tiltermeld sejtekben (17. dbra D). A sparkokra vonatkoztatott maximalis amplitidé felénél
mért szélesség - amint azt az FWHM hisztogram balra tolodasa reprezentdlja - csokkent
triadin tdltermelés hatdsara (17. dbra E), ugyanakkor emberek esetén ezen paraméter
valtozatlan maradt (17. dbra F). Az események idObelisége valtozatlan maradt mind sparkok
(17. abra G), mind emberek esetében (17. dbra H) a Trisk 95 tiltermelés hatasara. Az
Osszesitett eredmények alapjdn elmondhat6, hogy a Trisk 95 tultermeld myotubulusokban a
sparkok atlagos amplitiddja szignifikdnsan kisebb a kontroll myotubulusokhoz viszonyitva
(0,59+0,01 és 0,81+0,01; p<0,001), ugyanakkor az emberek atlagos amplitiddjara csak
csekély hatdssal volt a Trisk 95 tdltermelés (0,22+0,01 és 0,26+0,02; p>0,07). Az események
iddbeli kiterjedését tekintve nem tudtunk kiilonbséget megfigyelni sem sparkok (47,1+0,9 és
51,1£1,8 ms), sem emberek esetén (215+£21 és 224421 ms) a kontroll ill. transzfektdlt sejtek
Osszehasonlitdsaban. Hasonlé helyzetet tapasztaltunk a csics (max. amplitidd) eléréséhez
sziikséges 1d6 elemzésekor is a két csoport 0sszevetésében (14,1+0,4 vs. 15,7+0.6 ms; p>0,1).
Az atlagos FWHM érték sparkok esetében ugyanakkor szignifikdnsan csokkent a fokozott
Trisk 95 termelddés kovetkeztében (1,26+0,07 um transzfektalt sejtekben és 1,86+0,06 um
kontroll sejteknél; p<0,01). Ugyanezen érték emberek esetén valtozatlan maradt. A vizsgalt
spontdn, elemi Ca**-felszabaduldsi események eldforduldsi gyakorisdga mind sparkok esetén

(1,04+0,14 Hz a Trisk 95 tuiltermeld sejtekben és 1,85+0,21 Hz kontroll sejtekben), mind
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emberek esetén (0,09+0,04 Hz a Trisk 95 tdltermeld sejtekben és 0,194+0,02 kontroll
sejtekben) szignifikdnsan csokkent (p<0,05).
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17. dbra. Elemi Ca2+—felszabaduldsi események kontroll és Trisk 95 tiltermelo
myotubulusokon. (A) Lokalizadlt események line-scan felvételei kontroll koriilmények kozott. A
klasszikus Ca’*-spark (bal panel) és kis amplitiddjii ember (jobb panel). (B) Mindkét tipusii
esemény detektdlhato Trisk 95 overexpresszdlo sejteken, de kiilonosen a sparkok morfologiai
vdltozdsa szembetiino. A fiiggoleges skdla 5 um, a vizszintes skdla 150 ms minden kép
esetében. (C-D) Ca2+—spark0k (C) és emberek (D) amplitiidohisztogramjai kontroll és
transzfektdlt sejtek adataibol. (E-F) FWHM hisztogramok sparkok (E) és emberek (F)
esetében. (G-H) Az események idobeliségét bemutato hisztogramok sparkok (G) és emberek

(H) esetén.
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Trisk 95 tultermelés egér eredetii, primer vdzizomtenyészetben

A triadin overexpressziot az egér eredetll, primer vdzizomtenyészetekben adenovirus
transzfekcié alkalmazasaval hoztuk 1étre. A méréseket differencilt primer myotubulusokon
végeztilk, kontroll esetben DsRed fluoreszcens proteint kddolé ill. Trisk95-DsRed

rekombindns virussal torténd infekcidt kovetden (18. dbra A és B).

Kontroll Trisk 95

.
C D
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18. dbra. Spontdn Ca**-tranziensek adenovirussal transzfektdlt egér eredetii, primer

myotubulusokon. (A) Kontroll, csak DsRed-et, (B) DsRed és Trisk 95 fehérjéket expresszdlo

primer sejtek. A piros fluoreszcencia biztositotta a transifektdlt sejtek azonositdsdt, a zold
fluoreszcencia a Fluo 4-AM feltoltés eredménye. (C-D) Spontdn Ca’*-tranziensek line-scan
felvételei kontroll, (csak DsRed-et expresszadlo C) és Trisk 95 tiilltermelo (D) myotubulusokon.
A képek alatti gorbék a Fluo-3 fluoreszcencia vdltozdsdt jelzik a hdttérfluoreszcencidhoz
(F/F0) képest. (E-F) Elektromos ingerlés dltal kivaltott Ca’*-tranziensek kontroll (E) és Trisk
95 (F) myotubulusokon. A képek alatti gorbék az elozoekhez (C-D) hasonloan voltak készitve.
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Mind a kontroll, mind a transzfektélt izomcsdvek spontdn bekovetkezd Ca**-tranzienseket
produkdltak (18. dbra C, D), melyek hatterében feltételezhetden a sejtek ingadozd nyugalmi
membranpotencidlja, és a TTX-el gitolhaté Na'-csatorndk mitkodése kovetkeztében kialakuld
spontdn akciés potencidlok sorozata &llt. Ezen események vizsgédlata konfokalis
mikroszképpal tortént, line-scan mérések soran. Az értékelt eredmények alapjan elmondhatd,
hogy a vizsgdlt Ca**-tranziensek esetében azok mind amplitidéja, mind el6forduldsi
gyakorisdga szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest (0,56+0,03 és 0,26+£0,01 Hz, n=71;
p<0,02 és p<0,001, a Trisk 95 tiltermeld sejtekben, valamint 0,68+0,02 és 0,75+0,04 Hz,
n=169, a kontroll, csak DsRed-et expresszalo sejtekben; 18. dbra C, D). Az adatok 6 kontroll
és 4 transzfektdlt myotubulus mérésébdl szdrmaznak. Kiils6 elektromos impulzus
alkalmazésdval is elidéztiink Ca”*-tranzienseket (18. dbra E, F). Az igy kivaltott Ca®*-
tranziensek esetén az eldzdek alapjan vart eredményt kaptuk, nevezetesen, a Trisk 95
overexpresszid kovetkeztében a Ca**-tranziensek amplitiddja 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]).

Az endogén triadinexpresszio gdtldsa RNS interferencia modszer alkalmazdsdval patkdny
eredetii, primer vazizomtenyészetekben

A triadin tdltermelés hatdsainak vizsgédlatat kovetden célul thztiik ki a csokkent
endogén Trisk 95 expresszié okozta valtozdsok felderitését is, mindezt egy olyan rendszerben
ahol a lokdlis Ca**-felszabaduldsi események gyakorisiga viszonylag alacsony kontroll
koriilmények kozott. A tenyésztés kiilonbozo szakaszaiban immuncitokémiai vizsgdlattal
igazoltuk az endogén Trisk 95 megjelenését, mely alapjan elmondhatd, hogy a fehérje a
differencial6dds megkezdését kovetden a 2-3. napon jelenik meg az érett myotubulusokban. A
differencialodas ezen szakaszaban sokmagvu izomcsovek formalédnak, melyekben a Trisk 95
megjelenése pontozott mintdzatot mutat (19. dbra C). A differencidlédé myotubulusokat
rodaminvorossel jelzett Trisk 95-specifikus shRNS-sel transzfektdltuk liposzoma medidlt
transzfekcios technika segitségével. Két nappal a transzfekciot kovetden a transzfektalt sejtek
a piros fluoreszcencidjuk alapjan konnyen azonosithatéak voltak. Szdmos myotubulus esetén
a piros fluoreszcencia nem mutatkozott homogénnek, intenziv és kevésbbé intenziv teriiletek
voltak elkiilonithetéek (19. dbra A), ami feltehetden annak volt koszonhetd, hogy transzfektalt
€s nem transzfektilt sejtek egyarant részt vettek a sejtfiizioban a myotubulus differencialéddsa
soran. A Trisk 95-specifikus immunjel6léssel az intenziv piros teriileteken taldltuk a fehérje

fokozottabban csokkent expresszidjat (19. dbra C, D). Az shRNS kazetta transzfekcié sordn
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az effektiv szekvencia termel6dése nem folyamatos, hanem egyszeri (ellentétben a vektorrol
torténd expresszdltatdssal), és ezért a transzfekcid hatdsa némileg lokalizdlt maradt annak
megfeleléen, hogy mennyi transzfektdlt és nem transzfektdlt sejt vett részt az adott
myotubulus képzésében. Minden tenyészet esetében (n=6) megfigyelhetd volt azonban az a
tendencia hogy a piros és zold fluoreszcencia negativ korrelaciét mutatott (19. dbra E). Az

shRNS hatasanak bemutatisa a (20 dbran) szintén demonstralva van.
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19. abra Csokkent Trisk 95 expresszio rodamin vorossel jelolt shRNS transzfekciot kovetoen.
(A) A transzfektdalt myotubulusok azonositdsdt piros fluoreszcencidjuk tette lehetové. (B) A
differencidlt sejtek nagyszdami, DAPI-val ldthatovd tett sejtmagot tartalmaznak. (C) Trisk 95
expresszio kimutatdsa specifikus elsodleges és nyiilban termeltetett FITC-el (zold) konjugdlt
mdsodlagos antitesttel. (D) A bemutatott kép az A-C képek egymdsra vetitésével késziilt. A
vizszintes kalibrdcio minden kép esetén 50 um. (E) A triadinexpresszio csokkentésének
hatékonysdga. A fehérjét jelzo zold ill. az shRNS-t jelolo piros fluoreszcencia volt
dsszehasonlitva ugyanazon teriileteken. Osszesen 6 tenyészeten 19 teriilet volt analizdlva, a

szimbolumok a kiilonbozo tenyészeteket jelolik.
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20. dabra A transzfektdlt és nem transzfektdlt myotubulusokban a Trisk 95-re jellemzo
pontozott megjelenés vdltozdsa, bizonyitva az expresszio csokkenését az endogén kontroll

sejtekhez képest. A szinek a 19. dbrdval megegyezo jelentéstiek.

Ca’*-tranziensek az endogén Trisk 95 fehérjét kisebb mértékben expresszdld patkdny
eredetii, primer myotubulusokban

Az shRNS-sel transzfektalt sejteken fluoreszcens [Ca2+]—mérést is végeztiink. 30 mM
koffein Ca’*-tranzienseket eredményezett mind a kontroll, mind a transzfektélt sejteken (21.
dbra A). Ezen koffein 4ltal kivaltott Ca**-tranziensek amplitiddinak Osszesitett értékelése
alapjan az shRNS transzfekcié egyértelmi, szignifikdns csokkenést eredményezett a csokkent
triadin termelést produkdlé sejtekben, amely alapjan az SR csokkent Ca®’-tartalma
feltételezhetd (21. dbra A és C). Ezen megfigyeléssel Osszhangban, a transzfektalt sejtekben
emelkedett nyugalmi [Ca®*]-t tapasztaltunk Ca’*-mentes extracelluldris oldatban mérve:
(64,9+3,3 €s 85,7£6,9 nM; n = 15 és 12; kontroll és csokkentett triadin termeléssel jellemzett
myotubulusok esetében). Tovabba a depolarizacio, - amit 120 mM KCI alkalmazasédval értiink
el - Ca**-felszabaduldst eredményezett az SR-bSl Ca’*-mentes extracelluldris kornyezet
esetében, ami azt igazolja, hogy a csokkent triadin expresszi6 nem mddositja az

elektromechanikai kapcsolat mikodését (21. dbra B). Ez a megfigyelés ellentétesnek tlinik a
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triadint-tiltermeld sejteknél kapott eredményekkel, azonban mégis egyértelmiivé teszi a
l4tottakat az a tény, hogy a csokkentett Trisk 95 fehérje expresszidju sejtek esetén a mér
igazolt kisebb SR Ca**-tartalom ellenére a kontrollhoz hasonlé KCI 4ltal kivéltott Ca**-

tranzienseket mértiink (21. dbra C).
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21. dbra Ca**-tranziensek kontroll és Trisk 95 shRNS-sel transzfektdlt patkdny
myotubulusokban. (A-B) 30 mM koffein (A) ill. 120 mM KCI depolarizdcio (B) dltal kivdltott
Ca**-tranziensek reprezentativ gorbéi. A koffein esetén normdl, a KCI esetén Ca’*-mentes
Tyrode-oldatot alkalmaztunk a mérés sordn. (C) Az intracelluldris [Ca2+] vdltozdsok
(A[Ca’* ];) dsszesitett értékelése. A kontroll mérések scrambled shRNS-sel transzfektdlt primer
tenyészeteken torténtek. A csillag a kontrollhoz viszonyitott szignifikdns eltérést mutatja

(p<0,0004, mig a zdrojelben a vizsgdlt sejtek szdma van feltiintetve.
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Ca**-felszabaduldsi események csikkentett endogén Trisk 95 fehérje termelédéssel
rendelkezd patkdny eredetii, primer myotubulusokban

Az egész sejten torténd intracelluldris [Ca’*]-mérés eredményei alapjén
prognosztizalhaté volt azon feltevésiink, hogy taldn a triadin overexpresszidval ellentétes
hatast tapasztalunk kisérleteink sordn. Azon célbdl, hogy igazoljuk hipotézisiinket spontan
Ca**-tranzienseket és elemi, lokdlis Ca**-felszabaduldsi eseményeket vizsgdltunk a patkdny,
primer vazizomtenyészeteken konfokalis mikroszkép alkalmazdsaval. A kontroll sejteken a
spontdn bekovetkez0, tovaterjedd tranziensek rendre megfigyelhetéek voltak, melyeket mind
X-Y (22. abra A), mind line-scan mérések sordn (22. dbra B) sikeriilt regisztrdlnunk. Ezen
tranziensek 4tlagos amplitiddja 0,62+0,05 volt (n=553, 23 myotubuluson), mig &tlagos

eléforduldsi gyakorisaguk 1,01+0,22 Hz-nek adddott.
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22. dbra Spontdn Ca’*-tranziensek és Ca**-felszabaduldsi események patkdny eredett, primer
myotubulusokon. (A) Spontdn Ca**-tranziensek (nyilakkal jelolve) X-Y felvétele Fluo-3-mal
toltott kontroll sejteken. (B) Spontdn Ca**-tranziensek (felso kép) és lokdlis Ca2+—események
(also kép) line-scan felvételei patkdny eredetii, primer myotubulusokon. A képek alatti gorbék
a Fluo-3 fluoreszcencia idobeli valtozdsdt mutatjik. (C) ShRNS-sel transzfektdlt myotubulus
X-Y felvétele. A nyilak lokdlis, elemi Ca2+—felszabaduldsi eseményeket jeleznek. (D) Csokkent
triadin 95 expresszio eredményeként kialakulo, spontdn Ca2+—felszabadulcisi események. A

gorbék a B panelhez hasonloan késziiltek.
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A lokélis Ca**-felszabaduldsi események ugyanakkor igen kis gyakorisdggal fordultak
eld a kontroll sejteken, és a felvett képek nagy részén (225 a 279-bdl) hidnyoztak ezen
események (22. dbra B panel, fels6 kép). Bar mind sparkok, mind emberek esetenként
detektdlhatdak voltak (22. dbra B panel als6 kép), szamuk nagyon alacsonynak bizonyult (54
képen: 143 spark és 23 ember). Ezen események atlagos frekvencidja: 0,0032+0,0019 st um’’
és 0,0024+0,0014 s um™ volt.

A triadinexpresszié csokkentése igen drdmai hatdssal volt a lokdlis, ECRE
megjelenésére. A transzfektdlt sejteken Ca®*-sparkok és emberek rendre megfigyelhetek
voltak mind X-Y felvételeken (22. dbra C), mind line-scan mérések sordn (n=649 a sparkok és
n=117 az emberek esetén, 5 myotubuluson, 385 felvett képbdl 218 esetében; 22. dbra D).
Nemcsak elemi Ca**-felszabaduldsi események, de spontdn Ca**-tranziensek is jelen voltak a
transzfektalt sejteken (22. dbra D). Ezen események megkozelitdleg ugyanolyan frekvencidval
(0,99+0,16 Hz; n=888, 20 myotubuluson), de sokkal nagyobb amplitidéval (1,39+0.08;
p<0,01) jelentek meg a kontroll sejtekhez viszonyitva (ldsd fentebb). ECRE esetén nemcsak
azok el6forduldsi gyakorisdga, de jellemzd paramétereik szintén modosultak a csokkent Trisk
95 expresszié kovetkeztében. A 23. dbra A és B részén bemutatott két tipikus Ca**-sparkot
kontroll és szuppresszélt triadin expresszidval rendelkez6 sejteken mértiik.

Ezen képek, valamint az amplitid6hisztogram alapjdan elmondhat6, hogy a nagy
amplitdddju sparkok ardnya jelentésen megemelkedett a csokkentett Trisk 95 expresszidval
rendelkez6 myotubulusokban. Ebbdl kovetkezéen az Osszes spark atlaganak tekintetében az
amplitido szignifikdns emelkedését tapasztaltuk a kontroll sejtekhez képest (0,49+0,03 a
kontroll sejtekben és 0,89+0,04 a Trisk 95 shRNS-sel transzfektalt sejtekben (p<0,01).
Nemcsak a sparkok amplitiddja, de az emberek dtlagos amplitiddja is emelkedett a kontroll
sejtekhez viszonyitva (0,27£0,05-r61 0,49+0,03-ra; p<0,01; 23. dbra D). Ez féleg azon
eseményeknek koszonhetd, melyek 0,6-ndl nagyobb amplitidéval jellemezhetéek. Ilyen
intenziv eseményeket a kontroll sejteken elvétve lehetett tapasztalni, mig felndtt rostokon
hasonlokat soha nem {irtak le. Mdsrészrél sem az emberek atlagos idOtartama (229433 a
kontroll és 198+13 ms és shRNS-sel kezelt myotubulusokban, 23. dbra F), sem a sparkok
hasonlé paramétere (39,7+4,3 és 44,0+2,5 ms) nem valtozott szignifikdnsan (p>0,3 és
p>0,07). Ugyanakkor a sparkok térbeli kiterjedése csokkent (1,67+0,16-r61 1,38+0,07-ra;
p<0,02), mig a csucs eléréséhez sziikséges 1d0 megemelkedett (15,442,2-r61 22,0+2,9 ms-ra;

p<0,01) a csokkentett Trisk 95 expresszi6 kovetkeztében.
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23. dbra Ca2+—spark0k paraméterei kontroll és csokkent mennyiségii Trisk 95 fehérjét
expresszdlé myotubulusokon. (A-B) Tipikus Ca’*-sparkok kontroll (A) és Trisk 95 shRNS-sel
transzfektdlt  sejteken (B). A képek alatt és mellett elhelyezkedo gorbék a
fluoreszcenciaintenzitds térbeli és idobeli kiterjedését mutatjak. (C) Kontroll és Trisk 95
ShRNS-sel transzfektdlt sejteken mért sparkok amplitiidohisztogramjai. (D) Az ember tipusi
Ca**-felszabaduldsi események dtlagos amplitiddjdt mutaté hisztogram. (E-F) A sparkok és

emberek idotartam- eloszldsdt bemutato hisztogramok.
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A Trisk 95 fehérje csokkent expresszidjanak hatdsa a calsequestrin és a rianiodinreceptor
megjelenésére

Munkénk kovetkezd szakaszdban megvaldsult a kordbbi kisérleteknél leirt shRNS
szekvencia  siRNS  expresszidos  vektorba  klonozdsa, mellyel szintén sikeres
expresszidcsOkkenést sikeriilt elérniink. A klonozott vektort patkdny eredetli, primer
myotubulusokba transzfektdltuk, és azt vizsgaltuk, hogy a modositott Trisk 95 expresszid
hatdssal van-e a két hozza asszociélt fehérje, a calsequestrin (24. dbra A), és a RyR (24. dbra
B) termelddésére. Immuncitokémiai eredményeink alapjan megallapithaté volt, hogy nincs

jelentds valtozds az emlitett fehérjék expresszigjaban.

A
Trisk 95
20 pm
calsequestrin
B

Trisk 95

24. dbra A Ca’*-felszabaduldsban szerepet jdtszd fehérjék immuncitokémiai vizsgdlata Trisk

95 shRNS-sel transzfektdlt sejtekben. (A) A triadin fehérje Cy3-mal jelolt mdsodlagos
antitesttel (piros fluoreszcencia), mig a calsequestrin AMCA Blue-val jelolt mdsodlagos

antitesttel (kék fluoreszcencia) volt jelolve. (B) A triadin (Cy3) és a RyR (AMCA Blue)

kimutatdsa.



Megbeszélés

Kutat6 munkdm sordn, az daltalam alkalmazott mesenchymalis sejtmodellekben
sikeriilt rdvildgitanom olyan szabdlyoz6 mechanizmusok, és ebben szerepld fehérjék
feltételezett szerepére, amelyek a porcszovet, valamint a véizizomszovet Ca®*-

homeosztazisdnak, és ezdltal globalis milkodésének jobb megértését segithetik.
Porcszovet — primer, HD sejttenyészetek

Az in vitro porcképz6dés egy dinamikus, soklépcsés folyamat, melynek
szabdlyozdsaban tobbféle molekuldris mechanizmus szerepel. Az ezek tobbségében szerepet
jatsz6 protein kinaz és foszfatdz enzimek aktivdléddsa és inaktivdlédasa fokozottan fiigg az
intracelluldris [Ca®*]-t6l. A csirke mesenchymalis HD sejttenyészetben a chondrogenikus
sejtek chondroblastokkd, majd érett, kerekded chondrocytdkkd differencidlédnak a 6-napos
tenyésztési ciklus folyaman. A tenyésztés 3. napjatol a chondroblastok dltal termelt
porcspecifikus  ECM termel6dése indul meg. Mint arrél kordbbi kozleményiinkben
beszdmoltunk [14], a chondrogenikus sejtekben a tenyésztés 3. napjan a citoplazmatikus,
szabad [Ca2+] atmeneti, szignifikdns emelkedést mutat. Ennek hatterében all6 extracelluléris
Ca**-felvétel alapveté jelentdségli a porcdifferencidlédds lezajldsaban.  Kordbbi
kisérleteinkben szintén bizonyitottuk, hogy az intracelluldris Ca®*-raktdrak tartalmaznak
felszabadithaté Ca**-ot, és a SERCA gatlo ciklopiazonsav (CPA) alkalmazédsa sordn a
citoplazmatikus [Ca2+] csak kismértékli emelkedést mutatott. Ezenkiviil a RyR-és az IPs-
receptor expresszidjat is kimutattuk, azonban a RyR aktivdldisa nem eredményezett
intracelluldris [Ca”**]-emelkedést. Ezen eredmények alapjdn az intracelluldris Ca**-raktdrak
felteheten a sejtek nyugalmi, citoplazmatikus [Ca’*]-jdnak fenntartdsaért felelések [14].
Jelen munkank sordn a P2X- és P2Y-ligand-vezérelt purinoreceptorok feltételezett szerepét
igazoltuk a chondrogenikus sejtek Ca®*-homeosztizisinak szabalyozdsiban. A
purinoreceptorokrél ismert, hogy embriondlis szovetekben expresszdlodnak [78], és
feltehetden fontos szerepet jatszanak az ingerlékeny, valamint a nem-ingerlékeny sejtek
differencial6dési folyamataiban [79,80]. Jelenleg azonban nem 4allt rendelkezésre irodalmi
adat a primer porcsejtek differencidléddsa sordn, a Ca**-homeosztazis szabalyozdsaban
betoltott szerepiiket illetéen. A tenyésztés kiilonb6z0 napjain egész sejten torténd,

fluoreszcens intracelluldris [Ca**] mérést végeztink. Ennek sordn ATP-t mint P2-receptor

agonistat adagoltunk a Fura 2-AM-mel toltott sejtekre. A HD tenyészet sejtjein az ATP Ca®*-
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tranzienseket valtott ki, de ez a sejtek tobbségénél csak a tenyésztés 3. napjan volt
megfigyelhetd. Ez a tenyésztés azon idOszaka amikor a chondroblast differencidlodas
végbemegy. Azon jelenség, miszerint a sejtek kis hdnyada a tenyésztés mdas napjain is reagalt
az ATP-re azzal magyardzhatd, hogy a HD tenyészet sejtjei kiillonbozhetnek a
differencidl6dds irdnydba torténd elkotelezettség idObeliségét illetden. Bizonyos sejtek
hamarabb, masok kicsit késobb érik el ezen stadiumot a tenyésztés sordn. Kisérleteink alapjan
elmondhaté, hogy a sejtek extracelluldris Ca**-felvételéért feltehetéen P2X-ionotrép
purinoreceptorok lehetnek felel0sek.

Tovébbi kisérleteink sordn a metabotrép purinoreceptorok és a belsd Ca**-raktdrak
lehetséges szerepét vizsgdlva, az ATP Ca**-mentes Tyrode-oldatban torténd alkalmazdsa egy
esetben sem eredményezett intracelluldris [Ca®*] emelkedést a HD tenyészet sejtjeiben. A
P2X-, P2X4-, P2Xs- és P2X7-ionotrép purinoreceptorok mellett, a P2Y -, P2Y3- és P2Ys-
metabotrép purinoreceptorok mRNS-szintli, valamint a P2Y -, P2Y;- és P2Y,- fehérjeszintii
expresszidja is kimutathat6 volt a sejteken. A metabotrép P2Y j-purinoreceptor agonista ADP
és P2Ys- agonista UDP alkalmazdsa szintén nem eredményezett Ca**-tranzienseket a HD
tenyészetek sejtjeiben €s nem indukélt fokozott matrix képzodést sem. Masrészrol a P2Y ;- és
P2Y,- agonista UTP adagolaséit kovetden kis amplitidoju Ca**-tranziensek megfigyelhetdek
voltak, de ezen nukleotid sem fokozta a porcmatrix termelddését a chondrogenezis folyaman.

Sejtkultirdinkban a P2X-receptorok mRNS-szintli expresszidja kor-fiiggd mintézatot
mutatott a tenyésztés soran. Ez a purinerg szignalizicié esetleges szerepét valdsziniisiti a
chondrogenezisben. A P2X-receptorok differencidlédas-fiiggd expresszidja Osszevethetd a
haemopoetikus sejtvonal esetén leirt eredményekkel [81]. Fehérje szinten csak a P2X;-, P2Xy-
P2Xs, és a P2Xj-receptor altipusok termelddését sikeriilt kimutatnunk, melyek eltérd
expresszids mintdzatot mutattak a teljes fehérjelizitum illetve a membranfrakcié vizsgélata
esetén. Ez a kiilonbség kiilonosen markans volt a P2X4-esetében, amely a membranfrakciéban
a tenyésztés 3. napjdn jelent meg egy igen erds jellel, majd annak intenzitdsa a 4. és a 6. napra
gyengiilt. A P2Xy-receptor ezen expresszids mintdzata alapjan feltételeztiik, hogy mint
ligandvezérelt Ca**-csatorna biztositja a sejtek szdmdra az extracelluldris Ca**-felvételét és a
citoplazmatikus [Ca**] megemelkedését a primer porcdifferencidlédds sordn. Bar méds P2X-
receptorok is jelen voltak a plazmamembrin-frakcidban, a suramin jelenlétében torténd ATP-
adagoléds nem csokkentette vagy sziintette meg a Ca**-tranzienseket. Mivel a suramin - a P2X,
-receptoron kiviil — gitolja az 6sszes, a HD tenyészet sejtjei dltal expresszalt P2X-receptort,
feltételezhetd, hogy a tobbi P2X-receptor altipus a bazélis citoplazmatikus [Ca®']

bedllitdsaban és fenntartdsdban jitszik szerepet.

64



Annak érdekében, hogy igazoljuk a P2Xy-receptor kozvetlen szerepét a
chondrogenezisben, extracellularis ATP-t adagoltunk a sejtek tipfolyadékdhoz a
differencidlodds folyaman. Ez a chondrogenezis sordn kulcsszerepet jatsz6 Sox9
transzkripcids faktor expresszidjanak novekedését eredményezte. Tovabba, az ATP-vel kezelt
HD sejttenyészetekben a metakromdzids porcmétrix megemelkedett mennyiségét detektdltuk
a 6-napos tenyésztési periddus végére. Ezen fokozott matrixtermelés azonban csak abban az
esetben volt kimutathat6, ha az extracellularis ATP-adagolds a 3. napon tortént. Sem a
differencialodast megel6zden (2. napon), sem az azt kdvetden (4. napon) alkalmazott ATP-
hozzdadds nem eredményezett valtozast a HD tenyészet sejtjei altal termelt porcmatrix
mennyiségében. Ezen megfigyelés tovdbb erdsiti az ATP alapvet0 szerepét a porcképzdodés
folyamatédban, valamint az érett porc ECM-termelésének biztositdsdban. Annak ellenére, hogy
a suramin nem sziintette meg az ATP 4ltal kivaltott Ca**-tranzienseket a chondrogenikus
sejtekben, ezen gatloszer jelenlétében elmaradt az ATP hatdsiara bekovetkezd fokozott
metakromdzids porcmatrix termelddés. Ez a jelenség feltehetden nem a chondrogenezis
gitldsaként értelmezhetd, mivel a Sox9 expresszidja nem csokkent suramin hatdsdra, valamint
a II-es tipusu kollagén és az aggrekan expresszidja is véltozatlan maradt. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a suramin gatolja a fibroblasztokban a hyaluronsav szintézisét [82], €s
mivel a hyaluronsav biztositja az aggrekdn magfehérjék integritdsat a porcmétrix-
allomanyban ez fontos tényezOnek tekinthetd a metakromazids jelolés szempontjabol. A
csokkent mennyiségli hyaluronsav ugyanis az aggrekan fokozott elvesztését okozhatja, ami
csokkent porcmadtrix-termelésre utal a metakromdzids festés sordn. Kisérleteinkben
kimutattuk tovdbb4, hogy a HD tenyészet sejtjei ATP-t szekretdlnak a tdpfolyadékba. Ezen
ATP mint autokrin-parakrin medidtor szerepelhet, biztositva az adott illetve a szomszédos
sejtek differencidlédasdnak eldsegitését. A tapoldatban mért ATP-koncentracié sokkal kisebb,
mint az altalunk a matrixtermelddésre gyakorolt hatds vizsgalatakor alkalmazott ATP dézis.
Fontos megemliteni, hogy az ATP assay-t 20 ml tenyésztd tdpoldatbdl végeztiik, ebbdl
addéddéan a lemért tdpoldat térfogata mintegy 1000-szerese magédnak a sejttenyészet
térfogatanak. Igy a sejtek dltal szekretdlt ATP vérhatéan sokkal nagyobb koncentraciéban van
jelen azok kozvetlen kozelében. Ennek megfeleléen az altalunk mért — a chondrogenikus
sejtek altal szekretdlt — ATP-koncentracio feltehetden abba a tartomédnyba esik amelyikben,
mint ligand képes aktivdlni a P2X-receptorokat [83, 84]. A metabotrép purinoreceptorok
tekintetdben, bar az UTP mint nem-szelektiv P2Y-agonista Ca**-tranzienseket eredményezett,
de ezen tranziensek az ATP-dltal kivéltott tranziensekhez hasonlitva kisebb amplitiddval

jellemezhetdek, mdsrészrél a tenyésztOtipoldathoz adagolt P2Y-agonistidk egyike sem
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modositotta a porcmatrix-termelddést. Feltételezésiink szerint a metabotrép purinoreceptorok
— a Ca®**-raktdrak szabdlyozdsa révén — a bazdlis, citoszolikus [Ca2+] fenntartasaért lehetnek
felelosek.

Végezetiil, eredményeink bizonyitékot szolgaltattak a porcfejlédés sordn nagy
val6szinliséggel fontos szerepet jatsz6 purinerg szabdlyozas miikodésére €s arra nézve, hogy a
purinoreceptorok a HD primer porctenyészet Ca**-, eszkoztardnak” tagjaiként, alapvetd
szereppel birnak a citoplazmatikus [Ca®'] szabalyozdsdban, bedllitdisdban a porc

differencialédasa soran.

Vazizomszovet - in vitro vazizomtenyészetek

A triadin egy az SR membréanban taldlhaté integrans fehérje, melyrdl kimutattdk, hogy
kapcsolatban 4ll mind a rianodinreceptorral, mind az SR lumenben miikods Ca®*-koté
fehérjével, a calsequestrinnel. Ez valdszinlileg egy funkciondlis tri-, vagy tetra-molekuldris
komplex, mivel feltehetden a junctin fehérje is részét képezi ezen egymast kiegészitd és
szabdlyozé fehérjestruktiranak [85, 86]. Ezen szoros kolcsonhatds kovetkeztében
feltételezhetd, hogy a triadin befolydsolja a RyR miikodését, kozvetitve felé a lumindris
[Ca2+] valtozdsait. A triadin tdltermelés hatdsdr6l mar kordbban leirtdk, hogy csokkenti a
Ca**-tranzienseket in vitro patkdny myotubulusokban [77]. Nincs azonban informdcié arra
vonatkozdan, hogy a triadin tdltermelés moédositja-e a lokalizalt, elemi Ca**-felszabaduldsi
eseményeket, a RyR megvéltozott mikodésének kovetkeztében. Hasonldan, nincs irodalmi
kozlemény annak tekintetében, hogy a triadinexpresszié dtmeneti csokkentése hatdssal van-e
az ECRE-re és a Ca®*-tranziensekre. Vizsgdlataink sordn igazoltuk, hogy a Trisk 95 fehérje
tdltermelédése, valamint annak csokkent expressziéja is hatdssal van mind a Ca**-
tranziensekre, mind a lokalizalt, elemi Ca**-felszabaduldsi eseményekre tenyésztett
vazizomsejtekben. A kapott eredmények ellentétes irdnyu valtozdsokat tiikkr6znek, ami
aldtdmasztja a Trisk 95 feltételezhetd szerepét a RyR miikodésének szabalyozdsaban. Triadin
tiltermelés esetén mind a spontdn, mind a depolarizacié-indukalt Ca**-tranziensek amplitidéi
csokkentek, valamint az ECRE-k szdma és azok amplitidéja is kisebb lett. A triadinfehérje
transzldciéjanak csokkentése ugyanakkor a Ca’*-tranziensek és az elemi események
amplitidéinak emelkedését eredményezte. Ezen eredmények alapjan, miszerint az SR-bol
torténd Ca’*-felszabaduldst a nagyobb mértékli triadin expresszid visszafogta, illetve a
csokkent mennyiségli triadin esetében kovetkezetesen ellentétes hatdst tapasztaltunk,
feltételezhetd, hogy a triadin fehérje in situ negativ szabdlyoz6 hatdst gyakorol a RyR

milkodésére/megnyildsira.
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Ca’*-tranziensek myotubulusokban a triadinexpresszié médositdsdt kivetéen

A Trisk 95 expresszi6 modositdsat kovetden az egész sejten kialakuld Ca**-
tranziensek megvaltozasat tapasztaltuk, fiiggetleniil attél, hogy ezek KCI d4ltal kivéltott
depolarizicid, vagy spontdn illetve fesziiltség hatdsara kivaltott akcids potencidlok révén
keletkeztek. Az itt bemutatott, illetve korabban méar megjelent irodalmi adatok alapjan [77,
87], elmondhatd, hogy a Trisk 95 overexpresszié csokkenti a depolarizacié éltal kivaltott
Ca”*-tranzienseket. Meg kell emliteni azonban, hogy extracelluldris Ca** jelenlétében csak az
akciés potencidl 4ltal kivaltott Ca®*-tranziensek csokkentek, mig a 120 mM KCl
alkalmazdsdval elSidézett Ca®*-felszabadulds nem médosult. Ezen ellentmondésos
megfigyelésnek két lehetséges magyardzata lehet. Elsoként emlithetd, hogy az extracellularis
Ca”*-bedramlds nagymértékben hozzdjdrul az intracelluldris [Ca®*] véltozdsdhoz viszonylag
hosszantarté depolarizaci6 esetén. Bar ez felveti a myotubulusokon lassan aktival6dé L-tipusu
Ca**-dram jelenlétét [88], szdmitdsokkal igazolhatd, hogy az ennek sordn a citoplazmaba
bekertild Ca2+—mennyiség nem elegendd a fenti jelenség magyardzatdhoz [89]. A madsik, és
sokkal valésziniibb lehetdség, hogy az L-tipusi Ca®*-csatorndkon belépd Ca®* aktivélja a
RyR-okat, és ez a Ca’*-indukdlt Ca®*-felszabadulds elfedi a triadin overexpresszi6
kovetkeztében 1étrejovo gatld hatdst. Ugyanakkor az akcids potencidlok éltal kivéltott Ca**-
tranziensek csokkenését is magyardzhatja ezen jelenség, hiszen az akcids potencidl idétartama
tdl révid ahhoz, hogy az emlitett Ca**-belépés megtorténhessen. Szintén meg kell emliteniink,
hogy az akciés potencidl altal kivaltott Ca’*-tranziensek esetén a Ca”*-felszabadulds
modosulédsa lehet maganak az akcids potencidl megvaltozasdnak kovetkezménye is. Bar van
bizonyiték arra vonatkozdan, hogy a Trisk 95 kapcsolatban all a felszini membrin
ioncsatornaival (lasd lentebb), vazizomban nem valdszinlsithetd a Trisk 95, valamint az
akciés potencidl kialakuldsaért felelés Na*-illetve K'-csatorndk kozotti kolcsonhatds.
Viszonylag 1j kutatdsi adatok dallnak rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy a csokkent
triadinexpresszi0 hogyan hat a Ca2+—tranziensekre, ezen adatok ,knock-out” allatok
vizsgalataibdl szarmaznak [90]. Ezekben az egerekben mind a nagyobb, 95 és 60 kDa triadin
izoformak, mind a kisebb molekulasulyd 40 és 35 kDa tipusok hidnyoztak. Ezen dllatok nem
mutattak ugyan egyértelmii fenotipusos eltéréseket, de a vazizomban megemelkedett
nyugalmi [Ca®*] volt megfigyelhetd, és mind az SR Ca**-tartalma, mind a koffein, mind a
KCl1 okozta depolarizacié dltal kivéltott Ca**-tranziensek csokkentek. Erdekes megfigyelés
volt tovdbba, hogy a tridd bizonyos fehérjéinek (junctin, junctophilin, calsequestrin)
expresszidja csokkent a felnétt allatok d.n. gyors izmaiban, mig az allatok szatellitasejtjeibol

differencialtatott myotubulusokban ez a véltozds nem volt detektdlhat6. Laboratériumunkban
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az shRNS transzfekcidt kovetd vizsgdlataink szerint emelkedett nyugalmi, citoplazmatikus
[Ca2+]—t és csokkent koffeinvdlaszt detektaltunk a csokkentett Trisk 95 expresszidval
rendelkezd sejtekben, mely eredmények alapvetéen megegyeznek a Shen és munkatérsai [90]
dltal kozoltekkel. HasonlGan, sejteken megfigyelt, agonista altal kivéltott Ca**-felszabadulds
csOkkenésérdl szamoltak be Goonasekera és munkatdrsai is a RyR és triadin kapcsolat
megszakitasiat kovetd kisérleteikben [91]. Masrészrol, mi nem taldltunk kiilonbséget a KCl
depolarizaci6é éaltal kivaltott Ca**-tranzienseket illetéen, a kontroll és csokkentett triadin
expressziot produkdld sejteket 0sszehasonlitva. Mindez annak ellenére volt megfigyelhetd,
hogy eléz6leg csokkent koffeinvalaszt detektaltunk, feltehetden az SR csokkent Ca**-tartalma
kovetkeztében. Ennek magyardzata az lehet, hogy mig az emlitett munkacsoportok
kisérleteiben a RyR és triadin kapcsolat teljesen hidnyzott, a mi vizsgdlatainkban a két fehérje
kozti kolcsonhatds csak csokkent a kisebb mértéki triadinexpresszié kovetkeztében. Ebbol
ad6déan az SR Ca”*-tartalma is felteheten kisebb mértékben csokkent az altalunk vizsgalt
sejtekben. A hattérben valdszinilileg a részleges triadin hidny miatt bekovetkezd, fokozott RyR
aktivitas szerepel. Mindezek mellett a megvaltozott triadinexpresszié kovetkeztében nemcsak
a spontdn Ca®*-tranziensek amplitidGja, de azok eléforduldsi gyakorisdga is médosult;
nevezetesen a csokkent expresszié novelte, mig a fokozott triadinexpresszié csokkentette a
frekvencigjat ezen eseményeknek. Jelenleg nincs bizonyiték arra vonatkozéan, hogy vajon a
triadin fehérje modosithatja-e a felszini membran ingerlékenységét, de tobb kozlemény
alapjan a triadin a felszini membran ioncsatorndihoz is kapcsolédhat. Feltehetéen kapcsolat
van a triadin és a DHPR kozo6tt, amely mintegy struktirdlis és funkciondlis 0sszekottetést
jelent a T-tubulus és az SR kozott [S1]. Tovabba valdsziniisithetd, hogy a triadin fehérje részt
vesz a Ca**-raktdrak éltal vezérelt Ca**-belépésben is (SOCE) [92], mely egy funkciondlis
kapcsolatot feltételez a tranziens receptor potencidl csatorndk (TRPC), a RyR és a Trisk 95

fehérjék kozott [93].

Lokalizdlt, elemi Ca’*-felszabaduldsi események a triadinexpresszié médositdsdt kivetden
Mostandig nem 4llt rendelkezésre olyan irodalmi adat amely a mddositott
triadinexpresszié lokalizalt, elemi Ca®*-felszabaduldsi eseményekre kifejtett hatdsarél
szamolna be, azonban a triadin fehérje lipid bilayerbe épitett RyR-hoz torténd
hozzdkapcsoldsa a csatorna nyitasi valdszinliségének csokkenését eredményezte [94]. Ezen
megfigyelés alapjan vdrhat6, hogy a triadin az egész sejtre kiterjedé Ca’*-tranziensekhez
hasonléan az ECRE-t is csokkenti, illetve gatolja. Eredményeink alapjan a Trisk 95

.z .. ,r - 2 = z ,r = . 2z
overexpressziot kovetden az elemi Ca”'-felszabaduldsi események el6forduldsi gyakorisdga
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csokkent, mig gétolt triadinexpresszid esetén ugyanezen paraméter emelkedett. Nemcsak ezen
események gyakorisdgara, de azok atlagos amplitidéjara és térbeli paramétereire szintén
hatdssal volt a triadinexpresszié modositdsa. A triadint overexpresszald sejtekben a sparkok
kisebbek voltak mind amplitidé, mind FWHM tekintetében, ami arra utal, hogy az adott
esemény létrehozasdért felel0s csatorndk szdma csokkent ezen sejtekben. Ugyanakkor az
emberek jellemzd paraméterei véltozatlanok maradtak a kontroll sejtekhez hasonlitva. A
csokkent Trisk 95 expresszid kovetkeztében, az el6zdekkel ellentétben, a sparkok el6fordulési
gyakorisdga és amplitiddja is emelkedett, jelezve azt, hogy tobb csatorna megnyildsa
eredményezte az adott eseményt. Megfigyelhetd volt tovabba, hogy 0,6-nél nagyobb
amplitiddji emberek jelentek meg a csokkent triadin termelddés kovetkeztében. Ennek
hatterében vagy a csatorndk megnovekedett vezetOképessége, vagy az esemény sordn nyitva
levo csatorndk nagyobb szdma d&llhat. Ezen magyardzatok koziil a csatorndk szdméanak
véaltozdsa tlinik a legvaldszintibbnek, mivel a RyR, triadin kotést érintd muticidja esetén a
csatorna vezetOképessége nem valtozott a lipid bilayer kisérletek sordn [91]. A kozelmdiltban
megjelent irodalmi adatok alapjan felvetddik a 3-as tipusi RyR (RyRj), valamint az IP;
szerepe a lokalizalt, elemi Ca**-felszabaduldsi események kialakitdsdban [69]. Adédik a
kérdés, vajon a mi eredményeinkkel Osszefiiggésbe hozhat-e ezen receptorok szerepe. A
Trisk 95 és az IPs-receptor sejten beliili lokalizacidja eltérd. A Trisk 95 pontozott megjelenést
mutat és junctiondlis, triddhoz kapcsol6do elhelyezkedés jellemzi. Ezzel szemben az IPs-
receptorok diffizabb megjelenést mutatnak és a triadin masik, 32 kDa tomegl izoformdjaval
kapcsolddnak [57]. Bar a RyRj tridd-specifikus elhelyezkedésii, azonban kapcsolata a Trisk
95-tel eziddig nem bizonyitott. Végezetiil érdekes lehet azon lehetdségek vizsgalata, hogy a
Trisk 95 expresszié médositdsa kovetkeztében mds, a Ca**-felszabaduldsban érintett fehérjék
(RyR, calsequestrin) mennyisége valtozik-e, és ezadltal az dltalunk tapasztalt valtozdsokat
magyardzhatja-e. Ennek érdekében megvizsgaltuk ezen fehérjék expresszios szintjét, és nem
taldltunk eltérést azok mennyiségében a csokkent triadintermelés kovetkeztében. Ezt a
megfigyelésiinket megerdsiti Perez és munkatarsai altal kozolt eredmény, akik azt igazolték,

hogy sem a RyR, sem a RyRj tiltermelése nem befolyédsolta a triadin expresszidjat [95].
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Osszefoglalas

Porcszovet — primer, HD sejttenyészetek

Mint azt eléz8 kozleményiinkben ismertettiik, a szabad citoplazmatikus [Ca®']
megemelkedése a primer kondrogenikus sejtek differencidléddsa sordn, Ca’*-bedramlds
kovetkezménye és ezen jelenség alapvetden fontos a csirke mesenchymalis HD
sejttenyészetek porccd torténd differencidléddsaban. Jelen munkdnkban igazoltuk, a
chondrogenikus sejtek differencidlodds sordan torténd ATP szekrécigjat. ATP adagoldsa a
sejteken Ca”*-tranzienseket valtott ki extracelluldris Ca** jelenlétében, mely csak a tenyésztés
3. napjan volt megfigyelhetd, amikor a chondroblastok végleges elkotelezettsége megtorténik.
Ezen tilmenden az ATP-nek a sejtek tapoldatdhoz torténd hozzdaddsa kovetkeztében
fokozédott a chondrogenikus transzkripciés faktor (Sox9) expresszidja, valamint az
extracelluldris porcmaétrix termelddése. A suramin alkalmazdsa, amely gatolja az Osszes P2X-
receptort, - a P2Xy-kivételével - nem védte ki az ATP hatdsat, ezenkiviil a P2X4- a 3. napon
megjelent a plazmamembrin frakciéban és ugyanezen napon erds pozitivitdst mutatott
immuncitokémiai jeloléssel is. Bar P2X;-, P2X4-, P2Xs- és P2Xj-tipusi ionotrép
purinoreceptorok mellett, a P2Y -, P2Y3;- és P2Ys- metabotrép purinoreceptorok mRNS-
szintll, valamint a P2Y -, P2Y,- és P2Y,- fehérjeszintli expresszidja is kimutathaté volt a
sejteken. A metabotrop P2Y-purinoreceptor agonista ADP és P2Yq agonista UDP
alkalmazésa szintén nem eredményezett Ca**-tranzienseket a HD tenyészetek sejtjeiben és
nem indukélt fokozott matrix képzddést sem. Masrészrol a P2Y,- és P2Yy4- agonista UTP
adagoldsat kovetden kis amplitid6ju Ca®*-tranziensek megfigyelhetéek voltak, de ezen
nukleotid sem fokozta a porcmatrix termelddését a chondrogenezis folyaman.. Mindezen
adatok alapjan feltételezziik a P2X, receptor szerepét az ATP-fiiggd intracelluléris [Ca®")
emelkedésben a primer chondroblast-differencialodas soran.
Vazizomszovet - in vitro vazizomtenyészetek

Bar a triadin-nak a Ca®*-homeosztdzisban betdltott szerepét napjainkban tobben
tanulmanyozzdk, nem 4ll rendelkezésre irodalmi adat arra vonatkozéan, hogy a Trisk 95
fehérje taltermelése, illetve expresszidjanak csokkentése vagy gatldsa milyen hatdssal van a
lokélis, elemi Ca’*-felszabaduldsi eseményekre. Jelen munkdnkban az ECRE-t és a Ca®*-
tranzienseket tanulmanyoztuk konfokalis 1ézer mikroszkdp segitségével C2C12 izomsejteken
€s primer vazizomtenyészeteken. Liposzoma €s adenovirus mediélt overexpresszidt, valamint

RNS-interferencia médszert alkalmaztunk a Trisk 95 fehérje expressziéjdnak modositdsara. A
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stabil overexpresszid csokkentette mind a Ca®* sparkok amplitidéjat és frekvencidjat, mind a
depolarizécié dltal kivéltott Ca**-tranzienseket C2C12 sejtekben. Ehhez hasonléan, a Trisk 95
adenovirus medidlt overexpresszidjat kovetéen csokkent a spontdn, egész sejtre kiterjedd
Ca”*-tranziensek amplitidéja és eléforduldsi gyakorisiga is. Ugyanakkor az endogén
triadinexpresszid shRNS-el torténd gatlasa ellentétes véltozdsokat eredményezett. Kontroll,
endogén Trisk 95-0t expresszalo patkdny, primer vazizomtenyészetekben rendre
megfigyelhetéek voltak spontdn Ca®*-tranziensek, viszont ezen tenyészetek sparkokat csak kis
gyakorisdggal generdlnak. Az shRNS transzfekciét kovetden a Trisk 95-specifikus
immunpozitivitds jelentdsen csokkent. Ezen sejteken torténd funkciondlis mérések alapjin a
koffeinnel kivéltott Ca**-tranziensek jellemzden csokkentek, ugyanakkor az ECRE-k
jelentdsen nagyobb gyakorisdgot mutattak. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
Trisk 95 fehérje negativan szabdlyozza a RyR miikodését, azdltal, hogy csokkenti a lokalizalt,
elemi  Ca**-felszabaduldsi eseményeket, valamint a  globdlis Ca**-tranzienseket

vazizomtenyészetekben.
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Summary
Primary, HD cultures

In vitro chondrogenesis is a dynamic, multistep process regulated by a variety of
molecular processes, many of which involve activation and deactivation of protein kinases
and phosphatases sensitive to changes of intracellular [Ca**]. In chicken HD mesenchymal
cell cultures, chondrogenic mesenchymal cells differentiate into chondroblasts and then to
chondrocytes during a 6-day-long culturing period. The majority of chondroblasts,
characterised by the ability of production of a cartilage specific ECM, appear from culturing
day 3. We have previously demonstrated that elevation of free cytosolic [Ca**] at the time of
differentiation of chondroblasts was mainly due to a Ca**-influx and it was indispensable to
cartilage formation in chicken HD mesenchymal cell cultures. In the present work we
describe, that chondrogenic cells secreted ATP during the differentiation period.
Administration of ATP to the culture medium evoked Ca**-transients exclusively in the
presence of extracellular Ca®* and mostly on day 3 of culturing, when the final commitment of
chondroblasts occurs. Moreover, ATP caused elevated protein expression of the chondrogenic
transcription factor Sox9 and ATP also stimulated cartilage matrix production. Administration
of suramin, which blocks all P2X receptors but not P2X, did not impede the effects of ATP,
furthermore, P2X4 appeared in the plasma membrane fraction and gave signals with
immunocytochemistry only from day 3. Expressions of both ionotropic purinergic receptors
P2X,, P2X4, P2Xs and P2X; and metabotropic purinergic receptors P2Y;, P2Y3 and P2Y5 at
the mRNA level and P2Y;, P2Y; and P2Y, at the protein level were detected. Among the
agonists of the metabotropic receptors, ADP and UDP did not evoke any Ca**-transients in
HDC and had no influence on cartilage formation. On the other hand administration of UTP
resulted in transient elevation of cytosolic Ca®* concentration in 3-day-old HDC but did not
stimulate matrix production during the chondrogenesis. Based on these data, we suggest a role

of P2X, in the generation of ATP-dependent Ca**-transients of differentiating chondroblasts.

Skeletal muscle cultures

The 95 kDa triadin (Trisk 95), an integral protein of the sarcoplasmic reticulum
membrane in skeletal muscle, interacts with both the ryanodine receptor (RyR) and
calsequestrin. While its role in the regulation of Ca**-homeostasis has been extensively
studied, data is not available on whether the overexpression or the interference with the
expression of Trisk 95 would affect Ca®™ sparks the localized, elementary Ca**-release events

(ECRE). In the present study ECRE and Ca**-transients were studied using laser scanning
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confocal microscopy on C2C12 cells and on primary cultures of skeletal muscle. Liposome or
adenovirus-mediated Trisk 95 overexpression and shRNA interference with triadin translation
were used to modify the level of the protein. Stable overexpression in C2C12 cells
significantly decreased the amplitude and frequency of Ca”* sparks, and the frequency of
embers. In line with these observations, depolarisation-evoked Ca’*-transients were also
suppressed. Similarly, adenoviral transfection of Trisk 95 into cultured mouse skeletal muscle
cells significantly decreased both the frequency and amplitude of spontaneous global Ca**-
transients. Inhibition of endogenous triadin expression by RNA interference caused opposite
effects. Primary cultures of rat skeletal muscle cells expressing endogenous Trisk 95 readily
generated spontaneous Ca”*-transients but rarely produced Ca®™ sparks. Their transfection
with specific ShARNA sequence significantly reduced the triadin-specific immunoreactivity.
Functional experiments on these cells revealed that while caffeine-evoked Ca**-transients
were reduced, ECRE appeared with higher frequency. These results suggest that Trisk 95
negatively regulates RyR function by suppressing localized Ca**-release events and global

Ca”*- signals in cultured muscle cells.
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