Doktori (PhD) értekezés tézisei

N-metil-D-aszpartat tipusu glutamat receptorok
In vitro vizsgalata nem excitabilis sejteken

Dr. Hajdu Tibor

Témavezetd: Dr. Zakany Roza, PhD

DEBRECENIEGYETEM
Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

Debrecen, 2022



N-metil-D-aszpartat tipusi glutamat receptorok
in vitro vizsgalata nem excitabilis sejteken

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az elméleti orvostudomany tudomanyagban

frta: Dr. Hajdt Tibor okleveles altalanos orvos

Késziilt a Debreceni Egyetem Molekularis Orvostudomany doktori iskolaja
(Jelatviteli folyamatok sejt €s molekularis biologidja programja) keretében

Témavezeté: Dr. Zakany Réza, PhD

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Virag Laszl6, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Szo116si Janos, akadémikus
Dr. Tovari Jozsef, PhD

A doktori szigorlat iddpontja: Debreceni Egyetem AOK, Orvosi Vegytani Intézet
(Elettudomanyi Kozpont 3.009-010, konyvtar)
2022. 4prilis 1. 11 6ra

Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Bacsi Attila, az MTA doktora
Dr. Balla Andras, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Virag Laszl6, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Szo6116si Janos, akadémikus

Dr. Tovari Jozsef, PhD
Prof. Dr. Bacsi Attila, az MTA doktora
Dr. Balla Andras, PhD

Az értekezés védésének iddpontja: Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet-

Fejlodéstani Intézet tanterme
2022. 4prilis 1. 13 o6ra

és



Bevezetés

Az N-metil-D-aszpartdt receptor

Az ionotrop glutamat receptorok (IGIUR) csaladjat két alcsoportra oszthatjuk, melyet a
szintetikus iGIUR agonista, az N-metil-D-aszpartat (NMDA) nagyfoku specificitasa tett
lehetové. Ennek megfelelden beszélhetink NMDA ¢s nem-NMDA tipust glutamat
receptorokrol. Bar az NMDAR-ok a tobbi iGluR-hoz hasonléan nem szelektiv
kationcsatornaként funkcionalnak, a nem-NMDA tipusu receptorokkal szemben mégis
leginkabb Ca?*-okra permeabilisak.

Az NMDAR-ok harom alegység tipus kombindciojabol (GluN1, GIuN2 ¢és GIluN3)
szervezddhetnek di- vagy triheterotetramer komplexekké. Az alegységek szadmos splice
varianssal rendelkeznek, tovabba a GIuN2 ¢s GIuN3 alegységeknek tobb izoformaja is ismert
(GIuN2A, GIuN2B, GluN2C, GIuN2D, illetve GluN3A ¢és GIuN3B). Az ioncsatoma
létrejottéhez elengedhetetlen két GluN1 alegység részvétele, ugyanis ezek képezik a csatoma
porusat, tovabba a koaktivacidohoz sziikséges glicin kotohelyét is biztositjak. Az alegység
GluN1-1a splice variansanak intracellularis doménje egy funkcionalis szempontbol relevans
nukledris lokalizacids szignallal (NLS) rendelkezik. A receptor glutamat (és NMDA)
kotohelyét a GluN2 alegységeken talaljuk. A GIUN3 alegység nem kot L-glutamatot, de a
GluN1-hez hasonl6an rendelkezik glicin k6t6hellyel. In vivo funkcionalis vizsgalatok szerint a
GIUN3 alegység a GluN1 és GIuN2 alegységekkel kozosen alkot csatornat. Az ilyen
triheterotetramer komplexek bona fide NMDAR-oknak tekintheték, azonban a konvencionalis
NMDAR-okhoz képest arnyaltabb funkciokkal jellemezhetok.

Azok az NMDAR-ok, melyek GIuN1-GluN3 diheterotetramerek kotohely hianyaban nem
reagalnak L-glutamatra vagy NMDA-ra. Az ilyen NMDAR-ok tehat tulajdonképpen glicin
kapuzott, excitatorikus ioncsatornak. Az alternativ glicin receptorként felfoghato, serkentd
jellegh GIuN1-GluN3 NMDAR-0k in vivo létezése ellentmondasos, azonban farmakologiai

vizsgalatok egyre precizebb lehetdségeket biztositanak a pontosabb meghatarozashoz.

A kalcium és a sejtek jelatviteli folyamatai

Mivel az NMDAR-ok els6sorban Ca2*-okra permeabilisak, ezért feltétleniil sziikséges néhany
szot kiilon szolnom a Ca?*-ok sejtélettani folyamatokban betoltott szerepeirél. A Ca2+-ok
evolucios szempontbdl a legdsibb masodlagos jelatviteli hirvivok, melyek nem igényelnek

enzimeket a szintézisiikh6z, gyorsan mobilizalhatdk, illetve eliminalhaték, mindemellett
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koncentraciovaltozasaik, az igények fiiggvényében, generalizaltak vagy lokalisak is lehetnek,
azaz térben jol szabdlyozhatok. Hosszantart6 ingerlés és a csatorndk gyors, egymas utani
megnyilasai kovetkeztében a Ca?*-tranziensek oly gyakran kovethetik egymast, hogy
oszcillacidkat hoznak létre.

A Ca?*-ok legfobb elénye, amellyel egyediilallova valtak a jelatvitel szamara, hogy a
lehetéségek szamtalan, egyedi kombinacioit biztositjak. Mivel a Ca?*-ok bekotédése
nagyszamu citoszolikus fehérje miikodését modositja, ezért ezta sejtkompartmentetalapvetden
igen alacsony Ca?*-koncentracié jellemzi. A Ca2*-csatornak megnyilasainak kovetkeztében a
citoszolban felszabaduldé Ca2*-ok szinte valamennyi sejtélettani funkcidban szerepet jatszanak.
Kiilon kiemelendd ezek koziil a génexpresszio iranyitasa és befolyasolasa, mely els6sorban a

Ca?*-ok kotése kovetkeztében sejtmagbakeriild transzkripcios faktorok révén valosul meg.

Az idegrendszeren kiviil |.: az iziileti porc
A porcszovetrol roviden

A porcszovet a gerincesek — €s igy az ember — egyik alapvetd koto- €s tamasztoszovete. A
porcszovetben a kerekded porcsejtek (chondrocytak) termelik az Gsszetett és jellegzetes
makromolekulakbol allo, aranyaiban nagy mennyiségii extracellularis matrixot (ECM),
melynek jelenléte elengedhetetlen el feltétele a porcsejt fenotipus megdrzésének.

A porcmatrix kotészoveti rostokbol €s alapallomanybol all. A rostok alkotdi nagyobbrészt
kollagén molekulak, melyek jelentés tobbsége II. tipust kollagén a hyalinporcban. A
porcmatrix rostok kozotti alapallomanyat proteoglikanok (PG) és multiadheziv, nem kollagén
glikoproteinek alkotjak. A hyalinporc PG-jai koziil kitlinik az aggrekan, ami a porcmatrixra
leginkabb specifikus molekulanak tekinthetd. Az aggrekan monomer a nagyszamu kondroitin-
szulfat és keratan-szulfat glikozaminoglikdnok (GAG) oldallancnak egy kozponti
tengelyfehérje mentén vald, kémcsémosodkefe-szerli rendezddése révén jon létre ¢és
hialuronsavhoz kapcsoldédva hatalmas molekula-aggregatumokat alakit ki. Ezek felelések a
porc-alapallomany jelentds viztartalmaért.

Az érett porcban a porcsejtek kikeriilnek a sejtciklusbol, gyakorlatilag posztmitotikus sejtekké
valnak és ez szovetsériilés esetén sem valtozik. Emellett a porcszovet érmentes, igy az egyik
legesekélyebb regeneracios képességgel jellemezhetd alapszovetiink, ami pedig dontd faktor a
porc patologias elvaltozasainak kialakulasaban. Az isegyre nyilvanvalobb tehat, hogy az iziileti

porcot érintd betegségek kialakulasaért sok esetben a porcfejlodéshez kothetd gének, illetve



cellularis mechanizmusok patoldgias valtozasai tehetdk felelossé, ezért a porcdifferenciaciot
szabalyoz6 folyamatok pontosabb megismerése eldsegitheti e betegségek oki kezelésére

szolgalo gyodgyszerek, modszerek fejlesztését.

A porcdifferenciacio

A porcszovetkialakuldsa azembriondlis élet korai szakaszaban kezdddik, ez pedigmegneheziti
a fiatal porcszovettel torténd in vivo kisérletek kivitelezhetdségét. Az egyik leginkabb elterjedt
in vitro megkozelités a Hamburger és Hamilton szerinti 22—24-es fejléddési stadiumban 1évo
csirkeembridk mellsé és hatsd végtagtelepeibdl izolalt primer, nagy sejtsiiriiségii, in. high
density (HD) sejtkultirak, melyek dontéen chondroprogenitor mesenchymalis sejtekb 6l allnak.
A modszer elénye, hogy a kezdeti mesenchymalis sejtek ugy valnak érett porcsejtekké a
sejttenyésztés végét jelentd 6. napra, hogy differenciacios programjuk spontan, a nagy kezdeti
sejtstiriség és a fokozatosan elért differencialtsagi allapotok kovetkeztében, automatikusan
végbemegy.

A porcfejlodés kezdetekor a chondroprogenitor sejtek csomokat, in. nodulusokat formalnak,
majd a sejttenyésztés 2—3. napjan, mely a differencialodas kritikus idépontja ezekben a
sejtkultardkban, porcsejtekké alakulnak. A nodulusképzddés kezdete olyannyira kritikus a
porcfejlodés soran, hogy ezt a 1épést mar eleve tekinthetjiik a chondroprogenitor sejtek
chondrogenicus iranyba tortén6 elkotelez6désének.

A sejt-sejt kapcsolatok kialakulasa kovetkeztében a citoszkeletalis organizacio megvaltozik, a
nyulvanyos, fibroblast-szerli sejtek lekerekednek és a porcképzddést serkentd citokineket,
illetve novekedési faktorokat kezdenek termelni. A csont morfogenikus protein (BMP), a
transzformaldé novekedési faktor-B (TGF-B) és a fibroblast novekedési faktor (FGF)
szignalizaciok a porcfejlodésben kulcsfontossagii SOX9 transzkripcids faktor expressziojat
fokozzak. A SOX-fehérjéka porcspecifikus ECM-komponens gének expressziojat fokozzak. A
SOX9 aktivitasat a molekula foszforilacioja felerdsiti, ezért — direkt vagy indirekt modon —
kiilonféle kinazok (pl. protein kinaz A, protein kinaz C) és foszfatazok (pl. foszfoprotein

foszfataz 2A, foszfoprotein foszfataz 2B) alapvetéen befolyasoljak azt.

Amit vazrendszeri sejtekben az NMDAR-okrdl és a Ca?*-okrél eddig tudunk

Kozel 20 éve, hogy az NMDAR alegységek expresszidjat azonositottak porcsejteken. Az érett,
human iziileti porcsejteken detektalt NMDAR-0k feltehetéen mechanotranszdukcios

utvonalakat szabalyoznak és fontos szerepiik lehet a porcsejtek osteoarthritisben megvaltozott

4



viselkedésében. Ennek ellenére az NMDAR-ok chondrogenicus folyamatokban betoltott
szerepe azonban idaig felderitetlen teriilet maradt.

Flggetlenil att6l, hogy milyen alegység-0sszetételii NMDAR-0krol beszéliink, receptor-
aktivacio hatasara végeredményben Ca2*-ok aramlanak az intracellularis térbe. Jelenlegi
ismereteink szerint a Ca?*-fliggd jelatviteli utvonalak fontos szerepet tolthetnek be a
kultarakban differencialodo porcsejtek citoszoljaban mérheté Ca2*-szintjek a hosszabb tavon
(napi Iéptékben) valtozo bazalis intracellularis Ca?* koncentracio ([CaZ*];) mellett gyors
valtozasokat is mutattak Szintén laboratoriumunk dokumentalta a raktar altal vezérelt Ca?+-

belépés (SOCE) szerepét is a chondrogenicus folyamatokban.

Az idegrendszeren kiviil 11.: egészséges és patologids pigmentsejtek
Melanocytik a bor epidermisében

A melanocytak pigmentek termeléséért felelds nytalvanyos sejtek, melyek elsésorban a bor
epidermisének bazalis sejtrétegében fordulnak elé. A pigmentsejtek legfébb feladata a melanin
nevil pigment szintézise, ami citoplazmatikus, membrannal koriilvett sejtorganellumokban, az
un. melanoszémakban torténik. Mivel a melanin képes elnyelni az ultraibolya (UV) sugarzas
50-75%-at, ezért a pigmentek legfontosabb szerepének az UV-sugarzassal szembeni védelmet
tekintjiik. A keratinocytakba transzportalt pigment tartalmu melanoszomak a citoplazmaban a
sejtek magjai f6lé rendez6dnek igy egyfajta ,,sapkat” képeznek és védik a sejtmag DNS-
tartalmat az UV-sugarzas mutagén hatasait6l. Természetesen az epidermisben ily modon

képzddo ,,pigment ernyd” a dermis sejtjei szamarais védelmet nyujt.

Melanoma malignum cutis

A melanoma malignum cutis a bér melanocytainak rosszindulati daganata. Ugyan a melanoma
malignum cutis csak 4%-at adja a bor eredetli daganatos eseteknek, mégis jelentds részét
képezik az ezekbdl kifolyd haldlozasoknak. A betegséget ndvekvd incidencidja és mortalitasa
miatt a legveszélyesebb proliferativ elvaltozasok kozé szoktak sorolni.

A melanoma kialakulasaért felelds rizikofaktorok kézt megkiilonboztetlink kornyezeti €s
genetikai hatasokat. Az egyik legnyilvanvalobb kornyezeti agens a napsugarzas részét képezd
UV-irradiacio. A rizik6faktorok kozt emlitést érdemelnek bizonyos mutaciok is (ciklin-

dependens kinaz inhibitor 2A, BRAF, NRAS), melyek daganatképzddést eredményeznek.



A kialakul6 daganat tobblépcsds folyamatban juthatel alegkedvezétlenebbkimenetelii klinikai
stadiumig, mely soran jol definialhatd hisztologiai progressziot irhatunk le. A kezdeti
stadiumban a tumor in situ, azaz a ham bazalis sejtrétegét nem lépi at (1. stddium). Egy ponton
til azonban a daganatos sejtek attorik a membrana basalist és elkezdenek behatolni a papillaris
dermisbe (II. stadium). Eztkovetden a daganatos sejtek beterjednek elébba reticularis dermisbe
(II. stadium), majd a subcutisba (IV. stadium). A progresszié kovetkez0 szakaszat az attétek
képzése jelenti. A melanomaval kapcsolatos halalozasért leginkabb a tavoli attétek tehetok

feleldssé, amikor a metasztazisok kiilonbozo szerveket érintenek.

Amit humdn pigmentsejtekben az NMDAR-0kré/ és a Ca2*+-okrol eddig tudunk

Mivel a melanocytak az epidermisben valéo megtelepedésiik eldtt a neuroectodermébdl, azon
beliil is a duclécbdl (crista neuralis) vandorolnak ki, nem meglepd, bar kevéssé és nem rég
ismert, hogy NMDAR alegységeket (GIUN2A, GIuUN2C) expresszalnak; ezek pontos
Osszetételérdl azonban még nincsenek informaciok. A GluN2(A) tehat a melanocytakkal (és a
melanoma sejtekkel is) leginkabb 6sszefiiggésbe hozott NMDAR alegység, mig e tekintetben
a GluN1 és GIuN3 alegységek funkcioi homalyosak. A melanocytak nem képesek glutamatot
termelni, igy elképzelhetd, hogy a melanocytak glutamathoz kothetd jelatviteli folyamatai a
keratinocytakkal alkotott szoros funkcionalis kapcsolataira vezethetok vissza. Az [Ca?*];
valtozasai fontos szabalyozo tényezk a melanocytak sejtélettani folyamataiban. Erintik a
melanocytak fejlodését, a mitogén stimulusokra adott valaszaikat, a melanintermelést és a
fotoprotektiv funkcioikat.

Melanoma eredetli szovetmintakon végzett kisérletek igazoltak, hogy a melanoma sejtek
jelentdsebb mennyiségii glutamatot képesek felszabaditani egy feltételezett autokrin hurok
révén. Az NMDAR-okat illetden azt talaltak, hogy a GIuN2A génjében (GRIN2A) gyakran
fordulnak eld mutacidk, melyek jelenléte a melanomas betegek tulélésének csokkenésével
korrelalt. Megallapitasra keriilt tovabba, hogy a GRIN2A tumorszuppresszor génnek tekinthetd
melanomaban, mivel aktivitasanak csokkenése kontrollalatlan sejtosztodashoz vezetet. A Ca?+-
ok fontos szerepet toltenek be a malignus pigmentsejtek cellularis folyamataiban is. Tobbek
kozott proliferacios jeleket generalhatnak, mig a SOCE-n keresztiil példaul a sejtek invazios

képességei fokozodhatnak.



Célkitiizések

Foként porckutatassal foglalkozo kutatocsoportunk, a Debreceni Egyetem Anatomiai, Szovet-
¢s Fejlodéstani Intézetének Jelatviteli Laboratériuma, a 2000-es évek kdzepén forditotta
érdeklédését az NMDAR-ok felé. Mivel az ezredfordulot kovetden tobb tudoményos
kozlemény is elkezdett foglalkozni bizonyos neuronalis receptorok idegrendszeren kiviil
jelenlétével és szerepével, ezért az iziileti porc joggal valt igéretes vizsgalatok targyava.

Az NMDAR-okat mar eldttiink, téliink fliggetleniil is kimutattak vazrendszeri elemekben. A
fejlodo porcsejtekben azonban mégnem vizsgaltak az NMDAR -ok szerepét, kiilonos tekintettel
a porcfejlodés soran végbemend jelatviteli mechanizmusokra, melyek jelentds része érzékeny
az [Ca?*]; valtozasaira.

Ennek megfeleléen munkdm céljai voltak, hogy:

1) csirke eredeti chondrogenicus modelliinkben vizsgaljuk a differencialddo
mesenchymalis sejtek NMDAR alegységeinek kifejezddését,

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

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

4) kiilonbozé farmakonok segitségével megvizsgaljuk az NMDAR-ok altal érintett
cellularis funkcidkat, kiilonds tekintettel a chondrogenesisben Iétfontossagh
porcspecifikus ECM termelését,

5) megfigyeljiik, hogy az NMDAR-okon keresztiil megvalosulnak-e CaZ*-tranziensek,
illetve, hogy a receptorokhoz kotheté spontan Ca2*-események befolyasoljak-e a
chondrogenesis torténéseit.

Munkacsoportunk a 2010-es évek forduldjan pigmentsejtekkel, egészen pontosan huméan
melanoma sejtekkel, majd bér eredetli melanocytakkal is elkezdett foglalkozni. A melanoma
malignum cutis a bOr normal pigmentsejtjeibdl, a melanocytakbodl kiinduld rosszindulati
daganatos folyamat. Agresszivitasa és gyors attétképzo képessége okan rossz prognozissal és
rendkiviil magas haldlozasi rataval jellemezhetd. A normal és patologids pigmentsejteken
kapott in vitro kisérleti eredmények Osszevetése gyakorlati jelentdségli tapasztalatokat
jelenthetnek a borgyodgyaszat és a patologiai diagnosztika szamara.

Az NMDAR-ok pigmentsejteken valo in vitro vizsgalata az elsd, igéretes projektjeink kozé
tartozott, kiilonos tekintettel a téma gyér irodalmara. Legels6 melanoma sejteken végzett

kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy bizonyos NMDAR -okat befolydsold farmakonok
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hatasara a Ca2*-koncentracio valtozasok vizsgalatara alkalmas fluoreszcens festék (Fura-2),
kiilonosen a sejt kozponti (a sejtmagnak megfeleld) teriiletén, emelkedett Ca2*-szintet jelzett.
Ez a megfigyelés vezetett az NMDAR-ok feltételezett sejtmagi jelenlétének hipotéziséhez, ami
figyelembe véve, hogy melanoma sejteken szerzett tapasztalat, akar a daganatos fenotipussal is
osszefiiggésbe hozhato. Igy kezdtem, 2013 -ban, tudomanyos doktori projektem f6 téméjat, a
daganatos sejtek NMDAR profiljanak részletes feltérképezését. Munkam elérehaladtaval a
projekt kiegésziilt a kontrollként alkalmazott melanocytdk NMDAR -ainak vizsgalataval is.

A 2000-es években fokozatosan boviiltek ismereteink funkciondlisan aktiv receptorok
patologias elvaltozasokban, elsdsorban daganatokban betdltott szerepérol.

Mindezek tiikkrében értekezésem célkitlizéseit azzal folytatndm, hogy:

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

7) kiindulasi kisérleteink tapasztalataira tdmaszkodva tobb, eltéré stadiumbol izolalt
melanoma sejtvonal szubcellularis frakcionalasa révén kivanjuk pontosan feltérképezni
az NMDAR alegységek kiilonb6zd sejtkompartmentekben valo expresszidjat,

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

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

sejtek Ca2*-fliggd folyamataiban betoltott szerepét illetGen.



Anyagok és modszerek

Porcosodo, mesenchymalis, nagy sejtsiiriiségii (HD) kultiirak

A HD kultarak Iétrehozasahoz sziiksé ges chondroprogenitor mesenchymalis sejteket 4,5 napos,
Ross-fajtaja, fehér, hushibrid csirkeembriok végtagtelepeinek distalis részébdl nyertiik ki. Az
izolalt végtagbimboé darabokat 0,25%-0s tripszin oldatban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) emésztettiik, majd a sejteket centrifugalassal szeparaltuk.

Kisérleteinkhez 1,5 x 107 sejt/ml stirliségii sejtszuszpenzidkat hasznaltunk. A sejtek 37°C-on,
5% CO; és 80% relativ paratartalom mellett 2 6ra alatt kitapadtak. Eztkdvetdena kultarak 10%
FBS-sel kiegészitett Ham F12 (N6760, Sigma-Aldrich) tapoldatotkaptak. A kultardkinicidlasat
a tenyésztés 0. napjanak tekintettiik. A fejlodé kultardkat 6 vagy 10 napig tartottuk fenn. A
csirkeembriokon végzett kisérletekhez nem volt sziikkség a Debreceni Egyetem Etikai

Bizottsaganak engedélyére.

Melanocyta és melanoma sejtkulturak

A kisérleteinkhez hasznalt normal human epidermalis melanocyta (NHEM) sejtkultarakat
(PromoCell GmbH, Heidelberg, Németorszag) juvenilis bér mintak epidermisébdl allitottak
eld. Vizsgalatainkat emellett 6t kiilonb6z6 melanoma sejtvonalon is elvégeztiik (A2058,
HT168M1,HT199,M35/01 és WM35). Az A2058 ¢s WM3S5 kultarakataz ATCC-t61szereztiik
be (ATCC® CRL-1661™, Manassas, VA, USA). A HT168MI1, a HT199 és az M35/01
sejtvonalakra Ladanyi Andrea (Orszagos Onkologiai Intézet, Budapest) szives segitsé gével
tettiink szert. A melanocytakat Melanocyte Medium-ban (PromoCell GmbH), a melanoma
sejteket RPMI-1640 sejttenyészté médiumban (Sigma-Aldrich) szaporitottuk 37°C-on, 5%-0s
CO; és 80%-os paratartalom mellett.

Az mRNS expresszio vizsgdlata

A tenyésztett kultarakbol kKinyert RNS-mintakbol High Capacity RT kit (Applied Biosystems)
felhasznalasaval, oligo(dT) primerek segitségével cDNS-eket irtunk. A cDNS irdsa 2 6ran
keresztiil programozhat6d termosztitban (Labnet MultiGene™ 96-well Gradient Thermal
Cycler; Labnet International, Edison, NJ, USA) tortént 37°C-on.

A specifikus cDNS-szekvenciak amplifikacioja olyan primer parok segitségével tortént,
amelyeket az interneten hozzaférhet6 human, illetve csirke nukleotid-szekvenciadk alapjan

allitottunk el6 (GenBank, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, online



elérhetéség: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A human primerek tervezése a Primer
Premier 5.0 szoftverrel (Premier Biosoft, Palo, Alto, CA, USA), mig a csirke primereké a
Primer BLAST web service-szel (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) tortént. A
Primer Premier 5.0-val tervezett primerek specificitasat in silico ellendriztiik a Primer BLAST
segitségével.

A DNS-szakaszok amplifikaciojahoz programozhato termosztatunkat (Labnet International)
hasznaltunk. A polimeraz lancreakcioval (PCR) kapott termékeket etidium-bromidot és 1,5%
agardzt tartalmazo gélben horizontalisan elektroforetizaltuk. A reakcido eredményeit gél
dokumentacios rendszeriinkben (Fluorchem E, Protein Simple, San Jose, CA, USA) hivtuk eld.
A kapott jelek optikai denzitasainak (OD) szamszertsitését az ImageJ 1.8.0_112 verzidszamu

(http://rsbweb.nih.gov/ij/) szamitdgépes program segitsé¢gével végeztiik.

Fehérjeexpresszios vizsgdlatok

A fehérjeexpresszio vizsgalatat célzo western blot (wb) analizisiinkho6z teljes sejtlizatumokra
¢és szubcellularis frakcidkra volt sziikségiink. Els6 1épésként a sejteket fiziologias sdoldattal
mostuk, majd lekapartuk, 2000 x g-n centrifugaltuk, majd az tiledékeket Radio Immuno
Precipitation Assay (RIPA) pufferrel szuszpendaltuk.

A teljes lizatumok eléallitasahoz a fehérjéket ultrahangos szonikalassal tartuk fel. A citoszol
frakciok izolalasahoz a mintakat szonikaltuk, majd 50000 x g-n, 4°C-on, 90 percig
centrifugaltuk. Ezt 1%-0s TritonX-100 (Reanal, Budapest, Hungary) detergens-tartalmi RIPA
pufferben torténd trituralas kdvette, majd Gjabb centrifugalas utan a kapott feliiluszokat
6vatosan szeparaltuk,ugyanis ezek tartalmaztak a sejtek membran frakcioit. A sejtmag frakciok
izolalasa cukorgradiens alapjan tortént. A kiindulasi sejtiiledékeket puffer-A-ban oldottuk és
lgepal CA-630 (Sigma-Aldrich) hozzaadasat kovetden Dounce homogenizatorral
szuszpendaltuk. Ezutan 770 x g-n, 4°C-on, 10 percig centrifugaltunk, majd az tiledékeket 2,2
mM szacharoz-puffer-A oldatban reszuszpendaltuk. Ezt egy masodik centrifugalasi 1épés
kovette 40000 x g értéken, 4°C-on, 90 percig. A végeredményben kapott iiledékeket 0,25 mM
szachar6z-puffer-A oldatban oldottuk.

A mintak fehérjetartalmat modositott BCA probaval (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. Az alegységek detektaldsahoz a
mintainkat 7,5%-os akrilamid gélben elektroforetizaltuk. A szeparalt mintakat a Bio-Rad
Trans-Blot Turbo system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) elektromos eréterének

segitségével nitrocelluloz membranokra (Bio-Rad) transzferaltuk. A membranokat sovany
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tejpor 5%-0s PBS-oldataval blokkoltuk, majd primer antitestek jelenlétében inkubaltuk egy
¢jszakan at, 4 °C-on.

A kovetkezd napon a membranokat torma peroxidaz konjugalt szekunder antitestek (anti-nyul
vagy anti-egér IgG (Bio-Rad Laboratories) 1:1500-as higitdsaval inkubaltuk
szobahOomérsékleten, 1 oOran keresztil. Ezutdn az immunreaktiv savokat erositett
kemilumineszcencidval hivtuk eld. A kemilumineszcens jeleket géldokumentécios
rendszereinkben (DNR Bio-Imaging Systems Ltd. Jeruzsalem, Izrael és Fluorchem E, Protein
Simple, San Jose, CA, USA) rogzitettiik. A jelek OD értékeinek kvantifikalasat Imagel
1.8.0_ 112 freeware segitségével végeztiik.

Immuncitokémiai reakciok és konfokadlis mikroszkdpia

Az NMDAR alegységek pontos szubcellularis lokalizaciéjanak feltérképezéséhez
immuncitokémiaireakciokat végeztiink. A HD kultarakata porcdifferenciacio 3. napjan Sainte-
Marie fixaloszerrel (99% etanol és 1% ecetsav elegye), mig a melanocyta és melanoma
kultarakat 4%-os paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA) fixaltuk 1 6ran
keresztill. Ezutan a fixaloszer maradvanyait kimostuk, majd blokkoltuk a reakciok
szempontjabol aspecifikus kotéhelyeket BSA (bovine serum albumine; Amresco) 1%-0s PBS-
oldataval 30 percig, 37°C-on.

Ezutan a kultirakat egy éjszakan keresztiil 4°C-on inkubaltuk az elsd primer antitesttel. Ez a
haromnapos HD kultarak esetében az anti-GIUN1 (Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael)
monoklonalis vagy az anti-GluN2B (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) polikonalis antitestek
voltak, mig a pigmentsejtek esetében az anti-GluN2A (Cell Signaling) vagy az anti-GluN3B
(Alomone Labs) poliklonalis antitestek voltak. Mindegyik antitestet nytilban termeltették és
1:50 aranyaban higitottuk PBST-ben.

A kisérlet masodik napjan kecskében termelt, biotinilalt, anti-nyul szekunder antitesteket
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) pipettaztunk a mintadkra. A biotinilalt antitesteket
1:1000 aranyaban oldottuk PBST-ben, mellyel 2 o6ran keresztiil, szobahémérsékleten
inkubaltunk. Ezutan 0jabb 4°C-os inkubacio kovetkezett a mésodik primer antitesttel egy
¢jszakan keresztiil. Ezek a HD kultarak esetében vagy az anti-GIuN2B, vagy az anti-GIuN3B
antitestek voltak. A pigmentsejtek reakcidinak masodik primer antitestjei az egyik kisérleti
felallasban (amikor az els6é primer antitest az anti-GIuN3B antitest volt) vagy az anti-GIluN1
antitest, vagy az anti-GluN1-1a antitest volt, mig a masik kisérleti konstellacioban (amikor az

els6 primer antitest az anti-GIUN2A antitest volt) vagy az anti-GluN1 antitest, vagy az anti-
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GIluN3B antitestvolt. Mindegyik antitestet nytlban allitottak el6. A masodik primer antitesteket
a korabbiakhoz hasonloan PBST-ben oldottuk 1:50 higitasi aranyban.

Végiil, a kisérletek harmadik napjan a PBS mosasokat kdvetden a kecskében termelt biotinilalt
szekunder antitesteket Streptavidin Alexa Fluor 488 fluorokrém jeldlt antitestekkel (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), miga masodik primer antitesteket AlexaFluor
555 fluorokrom jeldlt antitestekkel (Life Technologies) tettiik lathatova. Ezen antitesteket
1:1000 aranyaban oldottuk PBST-ben. A kultirakat DAPI-t tartalmazé Vectashield mounting
mediummal (Vector Laboratories, Peterborough, UK) fedtiik. Az immuncitokémiai reakciokat
harom fiiggetlen kisérletben végeztiikk el és mindegyik soran 5-5 latotérrdl készitettiink
fluoreszcens felvételeket.

A reakciok eredményeirdl fluoreszcens képeket rogzitettiink az Olympus FV3000 konfokalis
mikroszkop (Olympus Corporation, Tokio, Japan) segitségével. A felvételek elkészitéséhez 60
x nagyitasu PlanApo N olaj-immerzios objektivet (NA: 1,42) alkalmaztunk. Az alkalmazott
gerjesztési 1ézersugarak 488 és 555 nm hullamhosszusaguak voltak. A z-tengely mentén
készitett sorozatfelvételek optikai szeletvastagsaga 1 pm-es volt. Eredményeink digitalis

rogzitéséhez az FV31S-SW szoftvert (Olympus Corporation) hasznaltuk.

A szekretalt glutamdt koncentrdacio meghatdarozdsa

A chondrogenicus sejtek altal a sejttenyésztd médiumba felszabaditott glutamatkoncentraciojat
a Glutamine/Glutamate Determination Kit (Sigma-Aldrich) segitségével hataroztuk meg. A
porcfejlédés kiilonbozoé napjain 4 x 200 ul tapoldatot tavolitottunk el a kultirakrol, amiben
megvizsgaltuk a szekretalt glutaméat mennyiségét. A hattér értékeket vak mintak (steril viz és
Ham’s F12 médium) segitségével hataroztuk meg. Az abszorbanciat 340 nm-en detektaltuk
microplate olvasonkkal (Chameleon, Hidex, Turku, Finnorszag). A méréseket 3 fiiggetlen

kisérletben végeztiik 4 parhuzamos mintén a porcfejlédés minden egyes napjan.

Farmakolégiai kezelések és funkciondlis vizsgdlatok porcosodo sejteken

Az NMDAR-okhoz kéthetd lehetséges funkciokat kiilonféle kezeldanyagok igénybevételével
vizsgaltuk. Ezen kezel6anyagok koz¢é tartozott az NMDAR-ok mesterséges agonistaja, az
NMDA (20 uM-os koncentracioban alkalmazva; Sigma-Aldrich), a GIuN1 és GIuN3
alegységekhez koagonistaként kotédni képes glicin (10 uM; Amresco), a GluN1 alegységek
glicin-kotéhelyének kompetitiv antagonistaja, a DCKA (5,7-diklorokinurénsav; 10 uM; Tocris
Bioscience, Ellisville, MIl, USA), a GluN2B alegységek gatloszere, az ifenprodil (20 pM;
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Sigma-Aldrich), illetve a glicin receptorok (GlyR) specifikus antagonistaja, a sztrichnin (5 uM;
Sigma-Aldrich). Az NMDA-t, a DCKA-t, az ifenprodilt és a sztrichnint folyamatosan
alkalmaztuk porcosod6 kultirainkon az izolalas napjatol (0. nap) kezdve. A glicint egyrészt az
elsé naptdlkezdve, masrésztaporcfejlodés 2. és 3. napjan 2 x4 6ran keresztiil kaptak a kulturdk.
A sejtek metabolikus aktivitasanak (vagy életképességének) vizsgalatdhoz MTT-assay-t
hasznaltunk. Az MTT-assay soran egy sarga szinii tetrazolium s6,az MTT (VWR International,
Debrecen, Hungary) oldatat adtuk a kultirainkhoz (MTT-oldat: 5 mg MTT/1 ml PBS). Ezutéan
2 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket 37°C-on, ami alatt a mitokondrialis enzimek az MTT-t
lila szin(i, oldhatatlan formazan kristalyokka alakitjak. A csapadékot 500 ul MTT szolubilizald
oldatsegitségével oldhatova tessziik, ami a teljesen lila szintivé valo oldat OD-janak vizsgalatat
teszi lehetdvé. Az abszorbancia meghatarozasat 570 nm-en végeztiik és a kisérleti csoportok
OD értékeit a szazalékos valtozas formajaban tiintettiik fel.

A sejtek osztodasi ratajat a radioaktiv tricialt timidinnek (3H-timidin) az 0szt6d6 sejtek DNS-
a porcsejteket szcintillacios plate-ekben (Wallac, PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Shelton, CT, USA) tenyésztettiik. A sejtek a 3H-timidint (Amersham Biosciences, Budapest,
Magyarorszag) tartalmazé médiumot (1 uCi/ml) a differenciacio 3. (vagy 10.) napjan kaptak
meg az NMDAR agonistakkal és antagonistakkal vald kezeléseket kovetéen. A 3H-timidinnel
valo 16 6ras inkubécié utan a kultarak fehérjéit 5%-0s triklorecetsav (Acros Organics, Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) jéghideg oldataval precipitaltuk. Ezutan a plate-eket két hétig
szaritottuk, majd a mintak radioaktivitisat folyadékszcintillacidés tizemmodban hasznalt
microplate olvasonk (Chameleon, Hidex) segitségével hataroztuk meg. A kisérleti csoportok

szcintillacios értékeit a szazalékos valtozéas formajaban tiintettiik fel.

A porcmatrix termelés analizise

Az ECM mindségi és mennyiségi analizisét 6 vagy 10 napos HD kontroll/kezelt kultirak
metakromazias festédésére alapozva végeztiik. Egyrészt a tenyészeteket alkohol:formalin 4:1
aranyu elegyével fixaltuk és 3%-0s ecetsavban oldott 1%-0s dimetil-metilénkékkel (DMMK;
Aldrich, Németorszag) festettiik. A kultarak metakromatikusan fest6dott nodulusairdl a Nikon
Eclipse E800 mikroszkophoz (Nikon, Toki6, Japan) csatlakoztatott Spot Advanced kameraval
készitettiink felvételeket. Masrészt a 6-napos kultarakat Kahle-féle fixaloval (28% etanol, 4%
formalin és 2% jégecet) fixaltuk, majd glicin-HCI pufferben oldott 0,1%-0s toluidinkék (TK;

Reanal) oldattal festettiik 5 percig. A metakromatikusan festett mintak festéktartalmat 625 nm-
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en torténd leolvasassal hataroztuk meg, mely eredményeként a f6 ECM komponensek
mennyisége az OD értékekkel aranyosnak mutatkozik. Az OD-kat 3 kiilonbozo kisérlet

mindegyik kisérleti csoportjanak 3-3 kiilonbozd bioldgiai mintajaban megvizsgaltuk.

A citoszolikus Ca®*-koncentrdcio és Ca®* -tranziensek vizsgdlata

A Ca?*-tranziensekre vonatkozo méréseinket Fura-2 hasznalataval végeztiik 1-, 2- és 3-napos
HD kultirakon. A Fura-2-vel t6ltott sejteket invertalt fluoreszcens mikroszkép (Diaphot,
Nikon, Kowasaki, Japan) alatt vizsgaltuk. Vizsgalataink soran a teszt oldatot (20 pM NMDA
Tyrode-oldatban oldva), illetve a Ca?*-mentes Tyrode-oldatot kozvetleniil a sejteken
alkalmaztuk. A spontan Ca?*-tranzienseket az LSM 510 META lézer pasztazé konfokalis
mikroszkoppal (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) line scan analizissel vizsgaltuk. A 2-napos
kultarakat 30 percig 37°C-on inkubaltuk 10 uM Fluo-4-AM koncentracioju F12 médiumban.
A felvételeket standard Tyrode-oldatban rogzitettiik, mig a teszt oldatok NMDA-t és a

ifenprodil-t tartalmaztak 20-20 uM-0s koncentracioban.

Statisztikai analizis

A bemutatott reprezentativ adatok minden esetben legalabb harom parhuzamos kisérlet koziil
mutatjadk a jellemzd valtozasokat. A szamadatok atlagértékek + standard hiba (SEM). A
statisztikai elemzést a wb-0k, illetve az életképesség, az osztodoképesség és a metakromazias
porcteriiletek vizsgilata soran Student-féle paratlan kétvégli t-teszttel, majd ezt kdvetden
Dunnett-féle probaval végeztiik (*P<0,05). A spontan Ca2*-események hosszanak statisztikai

closzlasat NMDA-val torténé kezelést kovetéen 2, valamint Mann-Whitney teszttel végeztiik.

14



Eredmények
NMDAR-ok vizsgdlata chondrogenicus sejtekben

A differencialodo porcsejtek NMDAR alegységeket expresszalnak

A csirke GIuN1 (GRIN1), GIuN2A (GRIN2A), GIuN2B (GRIN2B), GIuN2C (GRIN2C),
GIuN2D (GRIN2D), GIuN3A (GRIN3A) és GIuN3B (GRIN3B) NMDAR alegységek mRNS-
einek expressziojatreverztranszkripcidtkovetd polimerazlancreakcioval (RT-PCR) vizsgaltuk
nagy slriiségli, porcosodd kultarainkban. Az RT-PCR-rel kapott eredmények a GluNI1,
GluN2A, GluN2B, GluN3A ¢és GluN3B NMDAR alegységek mRNS-einek meglétét igazoltak
a chondrogenicus mesenchymalis sejtek valamennyi fejlodési stddiumaban. A kivételt a
GIuN2C ¢és GIluN2D alegységek képezték, melyek expressziojat nem tudtuk detektalni
mintainkban.

Az RT-PCR-rel igazolt alegységek fehérje-szintli megjelenését wh-tal ellendriztik. A teljes
lizatumokban a GluN1 alegység szintje fokozatosan csokkent a chondrogenesis sordn, mig a
GIluN2A alegység kifejez6dése a kultarak érett stadiumaban hirtelen csokkent le. A GIuN2B
expresszidja ezzel szemben a méasodik és harmadik fejlddési napokon ért el kiugro értékeket,
amikor is a porcra jellemzé ECM-termelésben részt vevé chondroblastok megjelennek. A
GIuN3A a harmadik differenciacios naptél mutatott er6s6dé kemilumineszcens jeleket, mig a
GluN3B a teljes tenyésztési iddszakban valtozatlan modon Kifejezédott.

A porcsejtek membran frakcidjaban a GluN1, a GluN2B, a GIUN3A és a GIuN3B alegységek
kifejezddését detektaltuk. A GluN1 expresszidja egy fokozatosan emelkedd trendet kovetett,
mig a GluN2B és GluN3B alegységek a fejlodés masodik napjan mutattak szignifikédnsan
intenzivebb jeleket. A GluN3A alegység membran-jelenlétét csak a fejlédési periddus 6.
napjanak végén tudtuk detektalni. A GluN2A esetében egyik fejlddési napon sem észleltiink

kemilumineszcens jeleket.

A porcfejlodés kritikus napjan az alegységek lokalizaciol csatornaformalast sejtetnek

A porcdifferenciacié 3. napjan kulcsfontossagi valtozasok kovetkeznek be, ezért
kisérleteinkhez 3 napos kulturakat hasznaltunk. A felvételeken lathato, hogy a GIuN1 alegység
a GluN2B és GluN3B alegységekkel is kolokalizal. Mivel harmas immuncitokémiai jelo1ést
technikailag nem tudtunk Kivitelezni az antitestekkel, ezért kovetkezd 1épésként csak az anti-
GIuN2B és anti-GIuN3B antitesteket alkalmaztuk k6zds reakcidban. A kisérlet eredményei

szerinta GIuN2B alegységek immunfluoreszcens jelei kolokalizalnak a GIUN3B alegységgel.
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A chondrogenicus sejtek glutamdtot termelnek

A HD kultarék feliilusz6jaban minden tenyésztési napon nagyobb glutamat koncentraciot
figyeltiink meg a sejtmentes tapoldathoz viszonyitva, ami a sejtek spontdn endogén glutamat
felszabaditasara utal. A kolorimetrias glutamin/glutamat szint meghataroz6 assay 0,2-1,1
nmol/ml szekretalt glutamat koncentraciot allapitott meg a tapoldatokban. A glutamatszekrécio
kapcsan RT-PCR és wb vizsgalatok megerdsitették, hogy a porcsejtek a vezikularis glutamat
transzporter 1-et és 2-t (VGLUT1, VGLUT2) expresszaljak a chondrogenesis sordn.

Az NMDAR-ok farmakologiai modulalasa valtozatos hatdsokat 0koz

Abban az esteben, amikor a tenyésztés elsé napjatdl kezdve folyamatosan 20 uM NMDA -t
adagoltunk a porcosod¢ kultirakhoz, akkor a metakromatikus matrix termelése a kontrollhoz
képest még a 6. napon is valtozatlan volt. Mivel az NMDA 6nmagaban (20 pM) nem volt
hatassal a chondrogenesisre, ezért az elsd tenyésztési naptol glicint is adagoltunk 6nmagaban
(10 uM), illetve az NMDA-val kombindlva is. Mig a glicin szignifikdnsan fokozta a
metakromatikus matrix termelését, addig a glicin és az NMDA egyiittesen nem valtoztattak
meg érdemben a 6. tenyésztési napra termelt porcmatrix mennyiségét a kontrollhoz képest.
Annak céljabol, hogy a glicin hatdsait méas receptorokon is megvizsgaljuk az NMDAR
mellett/helyett, 5 uM koncentracioban sztrichnint adtunk a sejtkultarainkhoz. A sztrichnin a
GlyR-ok hatékony gatloszere. Ez a farmakon dnmagaban lecs6kkentette a porcmatrix
termelését, glicinnel vald egyiittes alkalmazasa viszont a kontrollhoz képest valtozatlanul
hagyta a matrixképz6dést. Ez akombinacio ugy gondoljuk, hogy a glicin NMDAR -kon Kifejtett
hatasat demonstralja. Amennyiben a GIuN1 alegység glicin kotdhelyének kompetitiv
antagonistajat, a DCKA-t (10 uM) alkalmaztuk a porcdifferenciacio elsé napjatdl kezdve, ugy
a metakromatikus porcmatrix termelédésének szignifikans novekedését tapasztaltuk. Ezzel
ellentétben az ifenprodil 20 pM-0s alkalmazasa szinte teljesen meggatolta a porcképzddést.

A DCKA kivételével egyik kezeldanyag esetében sem tapasztaltunk szignifikéans valtozasokat
a sejtek mitokondrialis aktivitisaban. A sejtosztodast tekintve azonban a 3H-timidin beépiilés
mértéke erdsen lecsdkkent az ifenprodil és a glicin (egyediil, vagy NMDA -val, vagy
sztrichninnel kombinalva), valamint a sztrichnin 6nall6 alkalmazisanak hatdsara, miga DCKA

a proliferaciot szignifikansan fokozta.
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A lokdlisan adagolt NMDA Ca2*-tranzienseket eredményez

A CaZ*-tranzienseket kiillonbdz6 tenyésztési napokon mértik 20 uM-0s NMDA lokalis
applikaciojat kovetéen. A porcdifferenciacié elsd napjan a lokalisan adagolt 100 mM KCI
depolarizaciot valtott ki és a citoszolikus Ca2*-koncentracié ([Ca?*]c) rapid novekedést
mutatott, mig az NMDA kezelésre, melyre a mesenchymalis sejtek nem valaszoltak. Ezzel
ellentétben a differenciacios idészak masodik napjatdl kezdve az NMDA kifejezett emelkedést
okozott a fejlddo porcsejtek [Ca2*]-jaban. Az NMDA-ra adott valasz lassan alakult ki és
egyértelmiien fliggott a sejteken kiviili Ca?+-ok jelenlététol. Ez utobbit jo1 demonstralja, hogy a
kiils6, extracellularis Ca+-ok ([Ca%*].) megvonasaa [Ca?*]. nyugalmi értékre vald visszaesését
eredményezte, mig 1,8 mM [Ca?*], visszaadasa a [Ca2*]. ismételt novekedését valtotta ki. A
jelenség soran a Fura-2 fluoreszcencidja nem novekedett aspecfikusan. Ezek szerint az NMDA
lokalis alkalmazasa indirekten, az NMDAR-okon kiviil, mas Ca?*-influxot eredményez6
csatornakat is nyithatott vagy befolyasolhatott a sejtmembranban, melyek lassan aktivalodtak
¢s lassan is inaktivalodtak. Az NMDA kezelések hatasara kialakuld [Ca2*]c-novekedések
atlagos amplitiddja (in. Ca?*-csticsok) 60 nM volta differenciacid masodik és harmadik napjan
is. Habar a glicin feltétleniil sziikséges az NMDAR-ok miitkdéséhez, de onmagaban 10 uM

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

Az NMDAR-ok és a spontan Ca2*-0szcillaciok kapcsolatanak tovabbi vizsgalatahoz 20 uM
NMDA ¢és 20 uM ifenprodil kezeléseket alkalmaztunk konfokalis [Ca2*]-mérések soran. Az
NMDA adagolasa megvaltoztatta a spontan Ca?*-események hosszat; a nagyon rovid ideji (0,5
s) események frekvencidja lecsokkent, mig a hosszabbaké (1,5-2,5 s) megnétt a kontrollhoz
képest (P=0,0002). Mindez nagyon hasonldé volt az egyedi sejteken végzett mérések
eredményeihez. Az ifenprodil-kezeléssel kivaltott NMDAR gatlast kovetden a Ca?*-
oszcillaciok teljesen megsziintek, ami az NMDAR-ok alapvetd szerepét jelzi a chondrogenicus

sejtek spontan Ca2*-eseményei soran.

NMDAR-oK vizsgdlata humdn melanocytikban és melanoma sejtekben
A pigmentsejteket teljes NMDAR alegység mRNS készlet jellemzi

Az RT-PCR eredmények az esszencialis GluN1 (GRIN1) alegység, valamint a GluN2 (GRIN2)
¢s GluN3 (GRIN3) alegységek, illetve izoformaik, mRNS-szintii jelenlétét igazoltadk humén
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melanocyta kultarainkban, illetve kiilonb6z6 eredetii melanoma sejtvonalainkban (A2058,
HT169M1, HT199, M35/01, WM35).

Az alegységek fehérjeexpresszidja eltér melanocytdkban és melanoma sejtekben

A melanocyta kultarakbol kinyert teljes lizdtumokon végzett fehérjeexpresszios vizsgalatok a
GluN2A alegység jelenlétét erdsitették meg, azonban a GluN1, a GluN2B, a GIluN3A és a
GluN3Balegységek kifejezodése nem érte el a detek talas kiiszobét. Baraz dsszes splice varians
felismerésére alkalmas anti-GIuN1 antitest reakcidja nem eredményezett kemilumineszcens
jelet, de az NLS-t tartalmazo GIuN1-1a alegység kapcsan sikeriilt szignalokat azonositanunk.
A melanoma sejtek citoszol és membran frakcidiban sikeriilt igazolnunk a GluN1, a GluN2A,
a GluN3A és a GIuN3B alegységek jelenlétét. Mindemellett egyontetli expresszios jeleket
tapasztaltunk az NLS-t tartalmazé GluN1-1a splice varians kapcsan is. Igazoltuk tovabba a
a GluN3A alegységek teljesen hianyoztak ebbdl a frakciobol. A GluN2B alegység jelei egyik
kompartmentben sem voltak detektalhatoak, ami a fehérje hidnyara vagy extrém alacsony

szintjére enged kovetkeztetni.

Az alegységek sejtmagi kolokalizaciot mutatnak melanoma sejtekben

A GIuNT1 alegység mindegyik melanoma sejtvonalban citoszolikus expressziot mutatott, mig
ehhez képest a GIluN3B kifejezddése kevésbé volt diffuz ebben a kompartmentben.
Mindazonaltal a GluN1 és GluN3B alegységek immunpozitiv jelei mindegyik melanoma
sejtvonalon figyelemre méltd sejtmagi kolokalizaciot mutattak. Bar a GluN1 és GIuN3B
alegységeket sikeriilt demonstralnunk a melanocytak citoplazmajaban, a melanoma sejteken
szerzett tapasztalatainkkal szemben sejtmagi expressziojukat mar nem tudtuk detektalni.
Hasonlé nuklearis immunpozitivitdsi mintazatot detektaltunk a GluN1-1la-GIuN3B
immuncitokémiai reakciok eredményeként is: az NLS-t tartalmazé GluN1 splice varidns a
GluN1-gyel ellentétben alig volt észlelhetd a citoszolban és az ellene termeltetett antitestek
szinte teljes mértékben csak a magban jelentek meg, ahol tobbnyire a GIuN3B alegységgel
kolokalizaltak. A GluN1 alegységhez hasonléan, a GluN1-1ais expresszalodik melanocytak
citoszoljaban, viszont a GIuN1 és a GIuN3B alegységekkel ellentétben az anti-GluN1-1a
antitest reakcidja csak gyengén észlelheté nuklearis immunpozitiv jeleket produkal.

A GIuN1-GluN2A reakcidban az A2058 ¢és WM35 melanoma sejtvonal esetében a
korabbiakhoz hasonlé GluN1 eloszlast lattunk a citoszolban és a sejtmagban, mig a GluN2A
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esetében figyelemremélto, a sejtmagotkoriilrajzold (vélhetéen maghartya) jeleket detektaltunk.
A maghartya érintettségét a mintak atesd fényben rogzitett nativ felvételeinek fluoreszcens
képekkel valo 6sszevetitésétkovetden is megtudtuk erdsiteni. A GluN2 A emelletta citoszolban
diffuzan kevés szignalt mutatott, a sejtmagon beliil pedig egyaltalan nem. A melanocytakban a
korabban mar tapasztalt GluN1 expressziés mintazatot lattuk, azonban a GluN2A kifejezddése
kevésbé voltjellegzetes, minta melanoma sejtek esetében. A GluN2A jelei diffizak és szemmel
lathatoan kisebb intenzitasuak, mint a melanoma sejtekben, tovabba a sejtmag pereme is alig

rajzolodik ki az immunpozitivitasok altal.

Az A2058 és WM35 sejtek GIUN2A-GIuN3B reakcidinak eredményeibdl az lathatd, hogy a
GluN3B jelei szétoszlanak a citoszolban, illetve a sejtmag belsé részeiben is jol
demonstralhatok, azonban az immunpozitiv pottyok hidnyoznak egy jol meghatarozhato, nagy
valosziniséggel a sejtmagvacskanak megfeleld magi teriileten. A GluN2A alegység citokémiai
eredményeivel és nativ felvételekkel 6sszevetitett képeken nemcsak a maghartyaban, hanem a
citoszolban is lathattuk a két alegység foltszerii kolokalizaciojat. Melanocytakban a GluN3B
expresszidjat bizonyos nyulvanyokban figyelhettiik csak meg, ezt leszamitva pedig a
korabbiakban tapasztalt, gyér citoszolikus mintazatot irhattuk le. A GIuN2A fluoreszcens

felvételeivel Osszevetitett képeken igy érdemi kolokalizaciot nem tudtunk demonstralni.
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Megbeszélés

oooooo

Az NMDAR alegységei expresszalodnak a porcosodo kulturakban

Kisérleteink elsé Iépéseként a chondrogenicus sejtek NMDAR-expresszios profiljat és
glutamattermeld képességét vizsgaltuk meg. Ezek eredményei szerint a fejlédé porcsejtek a
GluN1, GIuN2B, GIuN3A ¢s GluN3B NMDAR alegységeket fejezik kKimembran frakcioikban,
azonban a GluN2A alegység expressziojat csak a teljes lizatumokban detektaltuk. Haromnapos
porcosodod kultirakon megerdsitettik a GIUN1-GIuN2B, a GIuN1-GIluN3B, valamint a
GIluN2B-GIuN3B kolokalizaciokat is. Mindez azt sejteti, hogy a differencialodo porcsejtekben
nemcsak diheterotetramer, hanem triheterotetramer komplexek is jelen lehetnek a
chondrogenesis kritikus iddszakaban.

szekretalnak, illetve, hogy expresszaljak a VGLUT1/2-t, azaz a differencialddd porcsejtek
egyeéb kornyezeti szovetektol fliggetlen, autokrin/parakrin mechanizmusu glutamat jelatvitelre

lehetnek képesek akar in vivo koriilmények kdzott is.

Az NMDAR-0k farmakologiai moduldlasa befolydsolja a chondrogenesist

Korabbi kisérletes tapasztalataink szerint az in vitro porcosodo kultarak rendkiviil érzékenyek
[CaZ*]i-t egyértelmiien érint6 NMDAR agonistak és antagonistak porcfejlodésre kifejtett
lehetséges hatasait. A farmakonok érintették a metakromazias porcmatrix termelését, a

porcsejtek osztodasat és metabolikus aktivitasat.

A chondrogenicus sejtek NMDAR-medialt Ca?*-jelei

Az NMDAR-ok funkcionalitisinak igazolasa érdekében Ca?*-méréseket végeztiink é16
sejteken. Modelliinkben az NMDA altal direkt vagy indirekt modon aktivalt Ca2*-csatomak
csak mérsékelt szenzitivitast mutattak és Ca2*-permeabilitasuk is meglehetdsen alacsony volt
(a Ca?*-csucsok amplitaddjakb. 60 nMvolt). Ez fokozottan igaz voltaz elsé tenyésztésinapon,
amikor az NMDA kezelés nem valtott ki Ca2*-tranzienseket. Osszehasonlitisképpen
ugyanebben a modellben az adenozin-trifoszfat (ATP) altal kivaltott Ca2*-tranziensek relative

nagy amplitidoval (kb. 180 nM) jellemezhetdk a porcfejlddés 3. napjan. Az NMDA-val
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ellentétben a glicin alkalmazasat kovetden nem tudtunk Ca2*-jeleket detektalni a HD kultarak
sejtieiben. A GIuN3 alegységeket tartalmazd, és nagy valoszinliséggel jelen 1évo
trineterotetramer NMDAR-ok egyedi tulajdonsagai vélhetéen a chondrogenicus sejtek
chondroblastokka torténd elkdtelezédése soran fontosak.

A porcosodé sejtek spontan, viszonylag nagy frekvenciaji [Ca?t].-valtozasokat képesek
produkalni. A GIuN2B specifikus antagonista, az ifenprodil szinte teljesen megsziintette a CaZ*-
oszcillaciokat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az NMDAR-ok altal medialt CaZ*-influx
sziikséges a chondrogenicus sejtek spontan Ca2*-oszcillacidjahoz.

Kisérleti eredményeink bizonyitottak, hogy a differencialodd porcsejtek altal expresszalt
NMDAR alegységek funkciondld csatornakké szerelddnek 6ssze, melyek miikodése hatassal
van a porcsejtek elkotelezddésére, osztodasara és ¢Eletképességére. E hatasokért nagy
valoszintiséggel az NMDAR-0k Ca?*-ra permeabilis csatornaként torténd mikodése felel, mely
modulaljaasejtek Ca2*-oszcillacioit. A csatornakata fejlédo poresejtek autokrin/parakrinton,

glutamatot szekretalva, autondm méddon képesek aktivalni.

Az NMDAR-ok dsszefiiggései a daganatos sejtfenotipussal humdan pigmentsejtek eben
Az egészséges és patologias pigmentsejtek NMDAR alegység expresszioja eltéro

Human pigmentsejteken végzett kisérleteink értékes adatokkal szolgidlnak a boér
melanocytdinak NMDAR alegység expressziés mintazatat illetden, tovabba egyedi
funkcionalis karakterrel jellemezheté NMDAR-okat azonositottunk a melanoma sejtek
magjaban is. RT-PCR eredményeink azt mutattak, hogy NHEM-ben, illetve melanoma
sejtvonalainkban mindegyik NMDAR alegység kifejezddik mRNS szinten. A melanocytak
teljes lizatumain végzett wb-ok azonban csak a GIluN1-la és a GluN2A alegységek
analizis szerint csak a GluN1 és a GIuN3B alegységek fejezdédtek ki mindegyik vizsgalt
cellularis kompartmentben (a GluN2A ¢és a GIuN3A csak a melanoma sejtek citoszol és
membran frakcidiban). A GluN2B protein szinten sem a melanocytakban, sem a melanoma

sejtekben nem jelent meg.

Szokatlan osszetételii NMDAR-0k a melanoma sejtek magjaban

Az immuncitokémiai reakcidok eredményei a GIuN1 és GluN3B alegységek kolokalizaciojat

demonstraltadk a melanoma sejtek magjaiban, mely nuklearis lokalizacioji molekularis
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heteromerek alkotasat sejteti. A GIuN1, illetve a GIuN1-1a alegységek GluN3B-vel valo
kolokalizaciojat nem tapasztaltuk egészséges pigmentsejtek magjaiban és immunfluoreszcens
jeleik az egész sejtet illetéen gyengének mindsiiltek. Mindezeket figyelembe véve
eredményeink a sejtmagi kompartmentben megjelenéd GluN1/1-1a—GluN3B 0&sszetételi
NMDAR-ok és a malignus pigmentsejt fenotipus megjelenésének 6sszefiiggését sugalljak.

Az anti-GluN2A antitest immunfluoreszcens jelei elsésorban a melanoma sejtek magjait
rajzoltak koriil és a GluN1-hez, illetve GIuN3B-hez képest alig jelentek meg intranuklearisan.
A GIluN2A expresszidos mintdzata tehat potencialis maghartya lokalizaciora hivja fel a
figyelmet. Figyelemre mélt6 tovabba, hogy a fluoreszcens felvételek Gsszevetitése soran a
GIuN2A jelei a GIluN1-gyel és a GluN3B-vel is kolokalizaltak, ami a triheterotetramer
NMDAR-ok jelenlétének lehet6ségét veti fel a maghartyaban. A melanocytakban ezzel
szemben lényegesen kevesebb és szemmel lathatéan kisebb intenzitasi GIuN2A jeleket
figyelhettiink meg, melyek a GluN1-gyel és a GluN3B-vel a melanoma sejtekhez képest

elenyész6 modon (vagy egyaltalan nem) kolokalizalnak.

Idegrendszeren kiviili, nem excitdbilis sejtek az NMDAR-ok és Ca?*-ok keresztmetszetében

Doktori értekezésem kisérleti eredményei egy klasszikus, kozponti idegrendszerbdl ismert
receptor, az NMDAR jelenlétét és potencialis funkcidit hivatottak demonstralni in vitro
sejtkulturakban, ezaltal betekintést engedni az NMDAR-0k idegrendszeren kiviili, nem
excitabilis sejtekben betoltott szerepébe. Az NMDAR-ok nem specifikus kationcsatomak,
leginkabb Ca2*-okra permeabilisak, ezért foként CaZ+-csatornakként tekinthetiink rajuk. A
CaZ*-ok a sejtek életében elengedhetetlen fontossaghak, hiszen a jelatviteli folyamatok
legrégibb és legelterjedtebb masodlagos messenger-eiként szolgdlnak. Szamos kisérleti
megfigyelés tamasztja ala, hogy a legtobb nem excitabilis sejt, olyan Ca?*-csatornakat
expresszal a Ca2*-jelatviteli eszkoztar részeként, melyek lehetdséget teremtenek a Ca2*-0k
sejtbe vald bejutasara ¢és ezaltal sejtélettani folyamataik befolyasoldsara, illetve
finomhangolésara.

Kisérleteink megerdsitették, hogy az NMDAR-ok altal medialt szignalizaci6 fontos szerepet
tolthet be a chondrogenesis korai fazisiban a differencialodd mesenchymalis sejtek Ca?2*-
oszcillacidinak befolydsolasa révén. Eredményeink megerdsitik és kiegészitik mas
kutatdcsoportok beszdmoloit, melyek tobbek kdzott az NMDAR-ok felndtt iziileti porcsejtek
mechanotranszdukcidjaban betoltott szerepérdl, illetve a receptorok gyulladasos iziileti

betegségekben leirt megvaltozott kompozicidjarél és funkcidirol szdmolnak be. A
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differencialodd porcsejtekben latott, differencidcidés stadiumonként valtoz6 NMDAR-
Osszetétel az egyik legfontosabb megfigyelésiinknek tekinthetd ebben a modellben és ugy
gondoljuk, hogy a sejtek az eltérd alegység-osszetételbdl fakaddan kiilonbozd tulajdonsagh
Ca2*-aramok révén finomhangolhatjak sajat jelatviteli folyamataikat.

Ezzel szemben az NMDAR-okr6l human pigmentsejteken szerzett tapasztalataink egy
malignus transzformaciohoz kothetd, sejtmagi Ca2*-szignalizaci6é lehetdségét vetik fel a
melanoma sejtekben. A kozelmultban publikalt in vitro tanulmanyok sikeresen igazoltak
NMDAR (és iGluR) antagonistak hatasait carcinoma és melanoma sejteken. A glutamat
jelatvitelt érintd terapiak tehatuj alternativakat nyujthatnak a melanoma kezelésében.
Elgondolkodtatd, hogy az NMDAR-0k szemlatomast eltéré ,,iranyu” folyamatokban vesznek
részt az in vitro porc- és pigmentsejtekben. Mig az NMDAR-ok a porcsejtek kapcsan a korai
differencialatlan mesenchymalis sejtekben jelennek meg és segitenek a chondrogenicus sejtek
malignusan transzformalt sejtekben latszik intenzivebbnek, igy az alegységek altal képzett
heteromerek vélhet6en a neoplasticus folyamat részét képezé dedifferenciacioval hozhatok

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

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

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

A fejlédoé porcsejtekben a differenciacio kritikus, 2. és 3., napjan GluN1, GIuN2B és
GluN3B NMDAR alegységek expresszalodnak, illetve kolokalizalnak egymassal.

Az érettebb porcsejtekben ettdl eltérd alegység-osszetételi (GluN1, GIluN3A)
NMDAR-ok, csokkend expresszioval jellemzdek.

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

Farmakologiai megkozelitésti vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy az NMDAR -0k
szerepetjatszanak a porcdifferenciacid optimalis megvaldsulasaban, illetve a porcsejtek
osztodéasaban.

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

Normal human epidermalis melanocytakban els6ként mutattuk ki a GluN1 alegység
legalabb egyik splice variansat.

A melanoma sejtek szubcellularis frakcidkra is kiterjed6 fehérjeexpresszios vizsgalatok
a GIuN1, a GluN1-1aés a GluN3B alegységek citoszolikus, membran és sejtmagi
jelenlétét erdsitették meg.

A melanoma sejtek magjaiban azonositott alegységek kolokalizalnak egymassal.
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Osszefoglalas

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

valtozasait vettiik gorcso ala.

A chondrogenicus sejtekben kimutatott GluN1, GluN2B és GluN3B NMDAR alegységek
molekularis heteromerek jelenlétére utalnak a porcdifferenciacio korai szakaszaban és a sejtek
L-glutamat szekrécidja nagy valdszinliséggel 6sszefiigg a chondrogenicus folyamatokkal. Az
NMDAR aktivitas farmakologiai modositasa alatamasztotta a receptorok szerepét a fejlédoé
porcsejtek altalunk vizsgalt cellularis funkcidiban. Kisérleteink igazoltak, hogy az NMDAR-
ok kozvetetten és kozvetlenill is hozzédjarulhatnak a differenciadl6do sejtek finoman hangolt
Ca?*-oszcillacioihoz, illetve, hogy a Ca?*-jelek Osszefiiggésben vannak az optimalis

porcfejlédéssel.

Normal humén epidermalis melanocytdkban kordbban csak a GluN2A alegységet detektaltak
biztonsaggal, azonban nekiink sikeriilt els6ként azonositanunk a csatornaformalasért felelds
GluN1 alegység legalabb egyik splice varidansat. Az NMDAR alegységek melanoma sejtek
szubcellularis frakciokra is kiterjed6 fehérjeexpresszios vizsgalata nemcsak az egészséges €s
patologids pigmentsejtek kozti Iényeges kiilonbségekre hivta fel a figyelmet, hanem arra is,
hogy a melanoma sejtek a sejtmagot is bevonhatjak Ca2+-fliggé jelatviteli folyamataikba. A
melanoma sejtek magjaiban azonositott alegységek felvetik annak a lehetdségét, hogy a
potencialisan miikodoképes NMDAR-ok beleszoljanak a sejtmag sajat Ca2*-homeosztazisaba

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

Kisérleteinkkel in vitro koriilmények kozott tenyésztett, idegrendszeren kiviili, nem excitabilis
sejtekben elséként mutattunk ki funkcional6o NMDAR-okat (csirke eredetii HD kultarak
differencialodo porcsejtjei), illetve NMDAR alegységek altal képzett sejtmagi lokalizacioj,
molekularis heteromereket (melanoma sejtek). Az el6bbi altal befolyasolt Ca2*-fiiggd
folyamatok az optimalis porcfejlédéshez nélkiilozhetetlenek, mig utébbiak a malignus
transzformacio kovetkezményeként jelenhetnek meg és a Ca?*-szignalizacié 0j kapuit

nyithatjdk meg.
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