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Roviditések jegyzéke

7TM receptor: 7 transzmembran doménnel
rendelkezd receptor

[Ca?']e: extracellularis kalciumkoncentracio
[Ca?"];: intracellularis kalciumkoncentracio
2-APB: 2-aminoethoxidifenil borat

ATP: adenozin-trifoszfat

ATPyS: adenozin-5’-O-(3-tiotrifoszfat)
ADP: adenozin-difoszfat
AdoraR-1/2A/2B/3: adenozin receptor 1/2A/2B/3
AMP: adenozin-monofoszfat

AM: acetoxi-metilészter

4-AP: 4-aminopiridin

BCA: bicinchoninic acid

BMP: bone morphogenic protein, csont
morfogenetikus fehérje

BSA: bovine serum albumin, borjiszérum albumin
CaN: calcineurin, kalcineurin

Caypan: fesziiltségfiiggd Ca*-csatorna

CCPA: 2-Chloro-N°-cyclopentyladenosine

CICR: calcium-induced calcium release, kalcium-
indukalt kalciumfelszabadulas

CMF-PBS: Ca®*-Mg?* free phosphate-buffered
saline, Ca2+-M92+— mentes foszfat puffer oldat

COMP: cartilage oligomeric matrix protein, porc
matrix fehérje

CPA: cyclopiazonic acid, ciklopiazonsav
CPC: kondro progenitor cell, kondroprogenitor sejt

CRAC: Ca®* release activated Ca®* channel, Ca*'-
felszabadulas altal aktivalt Ca®*-csatorna

CREB: cAMP response element-binding protein,
CAMP-re reagalé elem

CSQ: calsequestrin, kalszekvesztrin

DAPI: 4' 6-diamidino-2-fenilindole

DHPR: dihydropyridin receptor, dihidropiridin-
receptor

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
Dulbecco altal modositott Eagle-féle médium

ECC: excitation-contraction coupling,
elektromechanikai csatolas

ECM: extracellular matrix, extracellulris matrix

ER: endoplasmic reticulum, endoplazmatikus
retikulum

ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase 1 and
2, extracellularis szignal szabalyozta kindz 1 és 2

ESCs: embryonic stem cells, embrionalis dssejtek
FBS: foetal bovine serum, fotalis borjaszérum

FGF: fibroblast growth factor, fibroblaszt
novekedési faktor

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FTHM: full time at half maximum, id6beli
félértékszélesség

GAG: gliikozaminoglikan
G-protein: guanin nukleotid kot protein
GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

HD: high density cell culture, nagy stiriiségli
sejttenyészet

HMG: high mobility group, nagy mobilitasu
csoport

HRP: horse-radish peroxidase, tormaperoxidaz
HS: horse serum, 16szérum

IP5: inozitol 1,4,5-triszfoszfat

IPsR: inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor

IP3sR-1/2/3: inozitol 1,4,5-triszfoszfat receptor 1/2/3
altipusa

JNK: ¢c-Jun N-terminal kinase, c-jun N-terminalis
kinaz

KO egér: knockout egér

MAPK: mitogen-activated protein kinase, mitogén-
aktivalt protein kinaz



MCIP1.4: modulatory calcineurin interacting
protein

2-MeS-ATP: 2-metiltio-ATP

MyoD: myogenic transcription factor, miogenikus
transzkripcios faktor

MSC: mesenchymal stem cell, human
mezenhimalis Gssejt

NFAT: nuclear factor of activated T-cells, aktivalt
T-sejtek nuklearis faktora

NCX: Na*-Ca?* exchanger, Na*-Ca**-cseréls
fehérje

NMDA: N-metil-D-aszpartat
NTY: normal Tyrode-oldat

PBS: phosphate-buffered saline, foszfat puffer-
oldat

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz
lancreakcio

PKA: protein kinaz A

PKC: protein kinaz C

PLC: foszfolipaz C

pLP1/2: proteolipid protein 1, 2 fehérjék
PMCA: plazmamembran Ca**-ATPaz
PP2A: protein-foszfataz 2A

PP2B: protein-foszfataz 2B

PSM: presomitic mesoderm, preszomitikus
mezoderma

PTI: Photon Technology International

PVomax: @ Ca**-pumpa maximalis
transzportkapacitasa

ROCC: receptor-operated calcium channel, ligand-
vagy receptorvezérelt Ca®*-csatornak

RT-PCR: reverz transzkripcios polimeraz
lancreakcio

RyR: ryanodine receptor, rianodinreceptor

RyR1/2/3: ryanodine receptor typel/2/3,
rianodinreceptor 1/2/3 altipusa

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis, Na*-
dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis

SE: standard error, standard hiba

SERCA: sarco-endoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase, szarko-endoplazmatikus retikulum Ca®*-
ATPaz

SERCAla/1b/2a/2b/3: szarko- endoplazmatikus
retikulum Ca**-ATPaz 1a/1b/2a/2b/3 izoformai

SiRNS: kis interferalo RNS
ShRNS: small hairpin RNS

SMOC: second messenger-operated channel,
mésodlagos messengerek szabalyozta Ca®'-
csatornak

SOCE: store-operated calcium-entry, raktar altal
vezérelt kalciumbelépés

suramin: 8-(3-benzamido-4-metilbenzamido)-
naftalén-1,3,5-triszulfonsav

SR: szarkoplazmatikus retikulum

STIM1: stromal interaction molecule 1, sztromalis
kolcsonhaté molekula 1. altipusa

TG: thapsigargin, tapszigargin
TM: transmembrane, transzmembran

VICR: Voltage Induced Calcium Release,
fesziiltség altal kivaltott kalciumfelszabadulas

VOCC: voltage-operated calcium channel,
fesziiltségvezérelt Ca®*-csatornak

VSVG: Vesicular stomatitis Indiana virus G-
proteinje

YM-58483: 4-metil-40-[3,5-bisz(trifluorometil)-
1pirazol-1-yl]-1,2,3-tiadiazol-5-karboxanilid

Key words: skeletal muscle, sarcoplasmic reticulum, SERCA1b protein, store operated Ca**-

entry (SOCE), purinergic receptor, single cell Ca?*-measurement, Ca>*-oscillations

Kulcsszavak: vazizom, szarkoplazmatikus retikulum, SERCAL1D fehérje, raktar altal vezérelt

kalciumbelépés (SOCE), purinreceptorok, egyedi sejten torténd Ca’*-mérés, Ca®*-oszcillacio
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Bevezetés
Irodalmi attekintés

A porc- és a vazizomszovet kozos mezenhimalis eredete

A mozgasszervi megbetegedések - kiilondsképpen az iziileti porckopas ¢és a kiillonb6zo
degenerativ iziileti betegségek - az 50 éven feliili lakossag korében leggyakrabban el6forduld,
az ¢életmindséget jelent6sen rontd elvaltozasok. Az oszteoartritisz (OA) és a reumatoid
artritisz az ENSZ Egészségligyi Vilagszervezete joslatai alapjan 2020-ra a negyedik vezetd ok
lesz a mozgaskorlatozottsag kialakulasaban [1,2]. Nem elhanyagolhaté tovabba a szerzett
vagy Oroklott vazizombetegségek — disztrofiak, miozitiszek, miopathiak — el6fordulasi
gyakorisdga sem, amelyek mind a tiinetek alapjan, mind pedig a nemek kozott nagy
heterogenitdst mutatnak. Figyelembe véve azt, hogy e betegségek sulyos formai leginkabb az
idésebb korosztalyt érintik, és napjaink vezetd problémai kozé tartozik a tarsadalom
eloregedése, ezért ezekkel a problémakkal a kozeljovoben még hangsulyosabban kell
foglalkoznunk. fgy munkank sordn a legfontosabb céljaink kozott szerepelt az érintett

szovetek, igy a porcszovet és izomszovet részletesebb feltérképezése.

A porc- ¢és vazizomszovet egyedfejlodése a gerincesekben sok szempontbol
megegyezik: a gasztrulacid soran a paraxidalis mezoderma elkiloniil az axidlis és laterdlis
mezodermat6l, és a veldcesé két oldalan szegmentalatlan mezodermacsikot hoz Iétre, amit az
irodalom preszomitikus mezodermanak (PSM) nevez. A PSM kialakulasat kovetéen jon 1étre
gerincesekben a tengelyvaz, valamint a torzs- és a végtagizmok. A szegmentalatlan PSM
kiilonb6zé molekularis és morfogenetikai véltozasokon esik at a szegmentalodasig, mely
kovetkezményeként jonnek létre a szomitak. A 4. hét kezdetére a szomitdk ventralis és
medialis falat alkoto sejtjei elveszitik addigi kompakt szervezddésiiket, a gerinchur iranyaba
vandorolnak, majd koriilveszik azt Iétrehozva a szklerotomot, ami az embrionalis mezenhima
laza szovetét alkotja. A miotom és dermatom a dorzalis szomitafal sejtjeibél all. A korai
embriondlis élet sordn tobb csiralemez sejtjei is porcszovetté differencidlodhatnak. Testiink
porcszovetei a fej-nyak régio kivételével a kozépsé csiralemez szarmazékai: a torzs
csontjainak vazat add porckezdemények a paraxidlis mezoderma szegmentalodasaként
létrejovo szomitak szklerotom komponenseibdl fejlédnek, mig a végtagtelepek porctemplatjai
a lateralis mezodermabol kialakult mezenhimalis szovet szarmazékai. A fej-nyaki régiod

porcképzédményeiért a veldléc (crista neuralis) sejtjei felelések. Az izomszdvet prekurzor



sejtjei (premioblasztok) a miotom sejtjeinek osztodasaval alakulnak ki, és tovabbi fejlodéssel

és fuzioval képezik a vazizomrostokat [3].

A porcszovet

A porcszovet egy olyan specidlis szovet, amely nemcsak az embrionalis korban,
hanem a Kkifejlett egyedek esetében is sokrétli feladattal bir. Ez a specidlis koto- és
tamasztoszovet a korai embrionalis korban strukturalis tamaszt nyajt, majd az egyedfejlodés
egy késébbi szakaszaban ebbdl a szovetbdl, endokondridlis csontosodassal alakul Ki a csontok
vaza. Gyermek- és serdiilokorban a csontosodasi folyamat soran a porcszdvet csak részben
alakul at csontszovetté, az epifizis-porckorong teriiletén, valamint az iziileti porc formajaban
megmarad. Az epifizis-porckorong a gyors hossznovekedésért felelds, ezért csak a pubertas
kor befejeztéig funkcional, mig az iziileti porc az egész életiink folyaman megmarad [4].

Porcszovet talalhato tovabba a fej és az arc szamos teriiletén (orr, fiil) is.

A mar kialakult porcszovet nem egységes: a makroszkopos ¢€s mikroszkopos
morfoldgiai sajatsagok eltérdek lehetnek alaki és funkciondlis szempontbol, tovabba az
extracellularis matrixot (ECM) tekintve, szerkezeti és biomechanikai szempontbdl is eltérések
figyelhetéek meg. Ezek alapjan a porcszovetet harom nagy csoportba soroljuk: hialinporc
(tivegporc), elasztikus porc és rostos porc. Jelen értekezés targya a hialinporc, ezért

részletesen csak ezzel foglalkozom.

A porc fejlodése, taplalasa, oregedése

A porc kialakulasanak elsé 1épése a mezenhimdlis sejtek gyors szaporodasa, melyek a
késébbi porctelepnek megfeleléen blasztémdr (striin elhelyezkedd sejtekbdl allo csoport)
képeznek. A sejtek lekerekednek, majd maguk koriil porcmatrixot termelnek, ezaltal
széttolodnak egymastol. Az igy kialakult kondroblasztok limitaltan osztédnak, de a sejteket a
kialakult porcudvar mar nem engedi széttolodni egymastol. Ezt a névekedést intersticidlis
névekedésnek nevezziik, amely leginkabb az embrionalis fejlddésre jellemz6. A porcszdvet a
felszin feldl képz6dd, 0j porcszovet rarakodasaval is novekedhet, amit appoziciondlis
novekedésnek neveziink. E folyamat sordan a porchartya belsd rétegét képezd sejtek, a
kondroblasztok differencialoédnak. A kezdetben ellapult alakbol kerekdeddé valnak. A
differencialt porcsejtek a ndvekedés befejezte utdn normalis koriilmények kozott mar nem
osztddnak tovabb. Ezért a porc sériilése esetén, felndtt korban a regeneracié minimalis, igy az

elpusztult porcszovet helyét csont- vagy tomott kotdszovet tolti ki.



A porc érmentes szovet, egészséges porcszovetben ereket csak kivételes esetben
talalunk. A porcsejteknek, a tobbi sejttdl eltéréen, lassu és anaerob jellegii anyagcseréje van.
A porchartya ereibdl, a kornyezé szovetekbdl vagy épp a szinovialis folyadékbol (iziileti

porcok esetében) kapjak a tapanyagokat, amelyek a porcmatrixon keresztiil diffundalnak [5].

A porcnak, ugy, mint mas szovetféleségeknek is, az élet folyaman bizonyos szintli
adaptaciot kell mutatnia a kornyezeti megterhelésekkel szemben. A lebomld matrix egyes
komponenseit a porcsejtek Gjratermelik bonyolult jelatviteli mechanizmusokon keresztiil. A
kor elérehaladtaval a kondrocizdk alkalmazkodoképessége csokken, €s a porcmatrix is kémiai
valtozasokon megy keresztiil. Ezért id6sebb korban gyakran eléfordul, hogy testiink egyes
teljes hianya miatt napjainkban egyre szélesebb korben alkalmazzak az in. mozaikplasztikai
cljarast. A kis és kozepes porchidnyok (1-2,5 cm?) kezelésére ajanlott miitéti eljaras
alapotlete, hogy a térdiziileti porcboritdsabol azon részeket, melyek nem vesznek részt a
teherviselésben, Kis henger alakban szabadon eltavolitva beiiltetik a porchiany helyére. A
beiiltetett porcos-csontos hengerek a befogad6 csontba beépiilnek, és koriilbelil fél-egy év
elteltével az iziilet porcboritasa teljes egészében épnek tiinik. A modszer hatranya, hogy a
hengerek a sajat iziiletbol keriilnek eltavolitasra, emiatt az érintett teriileten fajdalom
jelentkezhet [6].

A hialinporc felépitése

Feln6tt szervezetben a hialinporcnak harom megjelenési formaja van: iziileti porc,
allandésult porc (gége, légesd, bronchusok), valamint az endokondrialis csontosodassal
kialakul6 csontok alakjanak stabilitasat szolgald porcok [7]. A hialinporcot a porchartya veszi
koriil. Kiilsé lemeze (stratum fibrosum) foként I-es tipust kollagénrostokat tartalmaz, szerepe
a tulzott hajlitds kovetkeztében esetlegesen 1étrejovd torés elleni védelem. Belsd lemeze
(stratum chondroblasticum) differencialatlan sejteket tartalmaz, amelyek a porc
novekedésének stadiumaban kondroblasztokka alakulnak, porcmatrixot termelnek. A
porchartyaban taldljuk az ereket és az ¢érzd idegvégzddéseket is. A porcsejtek az
alapallomanyban csoportokat alkotnak, un. kondront 1étrehozva [5]. A sejteket kozvetleniil a
pericellularis matrix hatarolja. Mivel a kondrocitakat az itt elhelyezked6 makromolekulak
(VL. kollagén, dekorin, laminin, szulfatalt proteoglikanok) kapcsoljak a matrixhoz, a
pericellularis matrix jelenlévé negativ toltésii molekuldk igen nagy koncentracidja miatt

er6sen bazofil festddésti porctokként jelenik meg. Koriilotte talalhatjuk meg a territoridlis



matrixot vagy masnéven porcudvart, amely a nagy koncentracioban jelenlévé proteoglikanok
miatt szintén bazofil festédést mutat. A kondronok ko6zotti halvanyabb festédésii teriiletet

interterritoridlis matrixnak nevezziik, amely kollagénben gazdag [7].
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1. abra: A porcsziovet vazlatos felépitése. A kondrocita és az azt koriilvevé matrixkomponensek szervezddése.
(CILP-1: pirofoszfo-hidrolaz 1; COMP: porc matrix fehérje; KS: keratan szulfat; PRELP: prolin, arginin és
leucin gazdag fehérje, [8])

A csoportosan elhelyezkeddé differencialt porcsejtek kerekded alakuak, egy vagy tobb
sejtmagot tartalmaznak. A fiatal, matrixtermelésben aktivabb sejtekben fejlett, durva felszini
endoplazmatikus retikulum és terjedelmes Golgi-apparatus figyelheté meg. Ezek a sejtek a
porchartydhoz kozel helyezkednek el. Ezzel ellentétben a kevésbé aktiv, iddsebb sejtek
tobbnyire a porc belsejében talalhatoak meg, kevesebb sejtorganellumot tartalmaznak,

citoplazmajuk jelent6s részét glikogén és zsircseppek toltik ki.

A porcszovet jellegzetes mechanikai sajatsagait a kollagénrostok, proteoglikdnok, a
hialuronsav és a kiilonb6z6 glikoproteinbdl felépiilé matrix adja (1. abra). A porcban foleg a
ll-es tipusu kollagén molekula fordul eld. A ll-es tipusi kollagénhez a fibrillumok
alkotorészeként kis mennyiségben a Xl-es és IX-es tipust kollagénmolekuldk csatlakoznak,
melyek a tobbi matrixalkotot kapcsoljak a kollagénhaldzathoz. A X-es tipust kollagén a

kollagénfibrillumok szabélyos halézatba torténd szervezésében jatszik szerepet, és az epifizis



porckorong hipertrofias és degeneracios zonajanak egyik alkotéeleme. A VI-os tipusu

kollagén a kondrocitak és a matrix kozotti kapcsolat fenntartasaban jatszik fontos szerepet.

A porcszovetben talalhatd proteoglikanok legjelentésebb képviseldje az aggrekan. Az
aggrekan kozponti fehérjeszalahoz kovalens kotéssel kondroitinszulfatot és keratan szulfatot
tartalmazo glilkkozaminoglikan- (GAG) lancok kapcsolddnak. A kozponti fehérjeszalhoz
kotédo nagyszami GAG-molekula a polianionos jelleg miatt egymast taszitja, ezért a fehérje
tengelyére merdlegesen, sugarasan helyezkednek el. Az aggrekdn tovabbi jellegzetessége,
hogy a hialuronsavhoz kapcsolédva hatalmas proteoglikan-aggregatumokat hoznak 1étre,
melyeket az un. kotéfehérje erdsit egymashoz. A porcszovet 60-78%-a viz, és ennek nagy
része a proteoglikan-aggregatumokhoz kotédik, mert a GAG-lancok polianionos

tulajdonsaguk miatt jelentds vizkoto-kapacitassal rendelkeznek.

A porcmatrix makromolekulainak harmadik csoportjaba a jarulékos fehérjék tartoznak.
Ezek a molekulak csak kis mennyiségben vannak jelen, de a porcszovet szerkezetének
kialakitdsaban, a porc mikodésében, illetve a porcmatrix és a kondrocitak kozotti
kapcsolattartasban elengedhetetlen a szerepiik. Ide tartozik példaul a kondrokalcin, a
porcmatrix-protein (CMP), valamint a kondronektin és fibronektin is. Sok tanulmany

foglalkozik a matrilin-1 és -3 matrixfehérje szerepével is [9].

A porcdifferencialodas tanulmanyozasara szolgalo modellek

A porckutatdas mar régota foglalkoztatja a kutatokat, mert igen sok olyan koros
allapotot 1ismerlink, melyek valamilyen modon kapcsolatba hozhatéoak a porcszovet
rendellenes fejlddésével vagy miikodésével [4]. A porcszovet differencialodasa a korai
embrionalis életben zajlik, ezért in vivo nehezen tanulmanyozhatd. Ezért szamos olyan in
vitro modellt fejlesztettek ki és irtak le az elmult évtizedek soran, amelyek megteremtik a
porcdifferencialédas vizsgalatanak lehetdségét. Az elsé ilyen jellegli tudomanyos eredmény a
70-es évekbdl szarmazik, amikor is Reddi és Huggins megalapoztak a porcdifferencialodas
tanulmanyozasara szolgalé modellek létrejottét [10]. A 80-as évek elejére Thompsonnak és
munkatarsainak sikeriilt l1étrehoznia egy olyan in vitro modellt, amelynek segitségével
tanulmanyozni tudtdk embrionalis patkanybol szarmazdé mezenhimalis Ossejtek kondrogén
lehetdségeinek minél alaposabb megismeréséhez sziikség van a bonyolult jelatviteli
folyamatok felderitéséhez, melycket a modellek 1étrejotte nélkiil nehezen lehetne

tanulmanyozni.
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Az egyik legaltalanosabban elterjedt in vitro porcdifferencialdédas modell a Hamburger
¢s Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési stadiumban [12] 1évé csirkeembriok mellsd és hatso
végtagtelepeibdl izolalt, elsdsorban kondroprogenitor mezenhimalis sejtekbdl alld primer,
nagy sejtstirliségli, un. high density (HD) sejttenyészet [13,14]. Ezek a sejttenyészetek a
mezenhimalis sejtpopulacion kiviil nagy szamban tartalmaznak fibroblasztokat, valamint
elenyész6 szamu mioblasztot és hamsejtet is. Ez utdbbiak az alkalmazott tenyésztési
koriilmények kozott nem fejlddnek tovabb. A modell elénye, hogy a kondrogenikus
mezenhimalis sejtek kiilsé faktorok hozzaadasa nélkiil hajtjak végre a differencialodast, és a
6. nap végére spontan porcsejtekké alakulnak. Habar az in vivo és in vitro
porcdifferencialodas alapvetéen hasonloan megy végbe, de vannak 1ényegi kiilonbségek is. A
fejl6dé embridban szigorian meghatarozott moédon megy végbe a fejlodés, porcszigetek
képzOdése zajlik, mig az in vitro sejtkultrakban gyakorlatilag homogén eloszlasu és amorf
szerkezetll porcszovet alakul ki. Ez 1ényeges szempont, amikor a modell segitségével szerzett
eredményeinket az él0 szervezetben lejatszodd folyamatokban szeretnénk alkalmazni. A
modell jo reprodukalhatosagat a legfrissebb kozlemények is alatamasztjak [15,16,17]. Az
elmult évek soran ragcsalokbol szarmazo multipotens mezenhimadlis Sejtvonalat is 1étrehoztak,
igy példaul a C3H10T1/2 egér eredetli vagy a RCJ 3.1 patkény eredetli sejtvonalakat. Ezeknek
a sejtkultirdknak a jellegzetessége, hogy a mikrokornyezeti paraméterek €s a médium
valtoztatasaval nem csupan porcsejtekké, hanem vazizom-, csont- vagy esetleg zsirsejtekke is

differencialodhatnak [18,19,20].

Jelen értekezésem egyik részét a human kondrogenikus progenitor sejtekkel (CPC-
kkel) végzett kisérletek képezik. Ezek a sejtek olyan oszteoartritiszes teriiletrél szarmaznak,
amelyek leginkabb érintettek az oszteoartritisz kovetkezményeként kialakult elvaltozastol, és
migratorikus tulajdonsaggal rendelkeznek. A CPC-k az 0ssejtekre jellemz6 felszini
markerekkel, és az Ossejtekéhez hasonlo tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példaul a
klonogenitas, a migratorikus aktivitas és a multipotencialitds. A CPC-k mind oszteogenikus,
mind kondrogenikus transzkripcids faktorokat expresszalnak (Runx2 és Sox9)[21], és in vivo
csak kis mértékben képesek a regeneraciora. A porcsejtek mitkodésének megértéséhez, fontos
megvizsgalni a szignalizacios Utvonalakat, amelyek hozzajarulhatnak az extracelluldris matrix
zavartalan szintéziséhez, és a regeneracios folyamat zavartalan létrejottéhez. A modell

létrehozasat az ,,Anyagok és modszerek™ fejezet bovebben taglalja.
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A porcdifferencialodas 1épései

A porcdifferencialodas kezdeti 1épéseként a kondrogenikus sejtek sejtaggregatumokba,
un. nodulusokba csoportosulnak. A differencidlodds ezen szakaszaban még nem torténik
morfoldgiai valtozas, ezért az aggregalddott sejtek morfologiailag megkiilonbozhetetlenek a
tobbi mezenhimalis sejttél. Ezen fejlédési stadiumban elengedhetetlenek a sejt-sejt kozotti
kapcsolatok kialakitasaért felelés molekulak (N-CAM, N-cadherin) expresszidja [22,23]. A
masodik és harmadik napon a kialakult nodulusok sejtjei elvesztik fibroblaszt-szerti
morfologiajukat, és kerekded porcsejtekké differencialodnak [13,24]. A szomszédos sejtek
kozott szamos réskapcsolat (gap junction) alakul ki [25]. A differencialodasban fontos
szerepet jatszd citokinek és novekedési faktorok a protein kindzokon és foszfatdzokon
keresztiil fejtik ki hatasukat. A csont morfogenetikus fehérjék (BMP) és a fibroblaszt
novekedési faktorok (FGF) jelentdsen befolyasoljak a porcképzdédést [26]. Tovabba a D-
vitamin, a retinoidok, ill. a kondroitin- és gliikbzamin-szulfatok jelenléte is elengedhetetlen,
amelyek szerepérdl az irodalomban is talalunk adatokat [27]. Fontos szerepe van az ECM-nek
is, amely szintén modosulason megy keresztiil. Kezdetben megnd, majd csokken a fibronektin
mennyisége, mivel a fibronektinben gazdag matrix a késébbi fazisban gatolja a
porcképzodést. Megjelenik tovabba a tenaszcin-C, a hialuronsav [28,29], valamint az 1. tipust
kollagén is [30].

A porcdifferencialodas intracellularis szabalyozasa

Az intracellularis szabalyozas olyan precizen szabalyzott folyamat, melynek
zavartalan miikodéséért transzkripcios faktorok felelések. A kondrogenezis talan legfontosabb
génje, a Sox9, egy HMG (high mobility group)-box tipusu DNS-k&t6 régidval rendelkezik, és
a Sox-fehérjékhez tartozo transzkripcios faktort kodol [31]. A Sox9 a BMP-ttvonal fontos
célgénje, melynek transzkripcidja egybeesik a II. tipusu kollagén termelésével [32]. A Sox9

expresszidjanak szabalyozasaban szamos intracellularis molekula vesz részt.

Az egyik legfontosabb szabalyozo molekula a Szerin/Treonin-specifikus protein
kinazok kozé tartoz6 CAMP-fiiggé protein kinaz A (PKA) éltal valosul meg. Ez az enzim
bizonyitottan foszforilalja a Sox9-et, ezzel aktivalva a II. tipust kollagén és az aggrekan
tengelyfehérjéjének a génjeit [31]. A PKA szintén foszforilalhatja még a CREB (CAMP
Response Element Binding Protein) molekulat, aminek kovetkeztében a cAMP és a BMP-2

szintje megemelkedik [33].
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A porcképzédésben szintén fontos szerepet tolt be a protein kindz C (PKC)-
izoenzimcsalad, melynek mar tobb mint 10 izoforméaja ismert [34]. A differenciacid soran az
egyes PKC-izoenzimek (o, 7y, €) expresszidjanak szintje valtozik, mig masok (A és ()
mindvégig azonos mértékben expresszalddnak a porcosodd sejtekben [35]. Kollaboracios
partneriink (Debreceni Egyetem, AOK, Anatomia Intézet) irta le elészor a PKCp jelenlétét és
szerepét az in vitro porcképzddés szabalyozasaban [36]. A PKC izoenzimek koziil a PKCa a
MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz)-kaszkadot modulalja [37]. A MAP-kinazok alapvetd
szereppel birnak azon folyamatok molekularis szintli szabalyozasaban, melyek a sejt bels6
allapotatol fliiggd osztddas vagy differencialodas, apoptozis vagy talélés irdnyat hatdrozzak
meg. Mindezeken tul a génexpresszid szabdlyozasat és az extracellularis kornyezethez valo
alkalmazkodast is MAP-kinazok iranyitjak [38]. A MAP-kinazoknak az eukariota sejtekben
harom, egymastol fiiggetlen utvonalat irtak mar le: az ERK1/2 (extracellular signal-regulated
kinase), a JNK (Jun N-terminal kinase) és a p38. Mig a JNK- és a p38-MAPK-utvonalakat
elsdsorban az extracellularis hatdsok stimulaljak, addig az ERK-utvonal szamos sejttipus
sejtek fejlodési allapotat, ugyanakkor a defoszforilalt ERK1/2 a porcképzddést ¢és

differencialodast segiti eld.

Ugyancsak leirtak mar a protein-foszfataiz 24 (PP2A) porcdifferencialodas
szabalyozasaban betoltott negativ szerepét az in vitro porcfejlodés szabalyozasaban [36]. Az
enzim gatlaisa a CREB foszforilaltsagi szintjének emelésén keresztiil fokozza a
porcdifferencialodast. A protein-foszfataz 2B (PP2B vagy kalcineurin) egy katalitikus
(kalcineurin-A) és egy szabalyz6 (kalcineurin-B) alegységbdl all. A kalcineurin-B alegységen
talalhaté egy Ca’-kalmodulin-kétShely, amely lehetévé teszi, hogy az enzimet az
intracellularis Ca**-koncentracié valtozésai szabalyozzak [39]. Az [Ca’']i emelkedése a
kalcineurin aktivitasat fokozza, ami a kondrogenezis egyik fontos transzkripcios faktoranak,

az NFAT4-nek (nuclear factor of activated T lymphocytes) az aktivaciojahoz vezet [40].

Az intracellularis Ca®*-koncentracié szerepe a differencialodasi folyamatban

A kalcium az egyik legismertebb és talan legfontosabb masodlagos hirvivé molekula.
Gerincesekben a legnagyobb mennyiségben eléforduld kation. A kalcium legnagyobb része a
csontokban taldlhaté hidroxiapatitként, ahonnan hormonalis hatasokra nagy mennyiségii
kalciumion mobilizdlhatd, igy az extracellularis tér szabad kalciumion-homeosztazisa

fenntarthatd (szabad Ca®*-koncentracié: ~1,2 mM) [41]. A citoszolban mérhetd
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koncentracidja (~10'7 M) mintegy 4 nagysagrenddel alacsonyabb, mint az extracellularis tér
[Ca?*]-ja. A sejtek élete szempontjabol dontd jelentéségii folyamatok, mint a proliferacio, a
differencialodas és apoptézis iranyitasa Ca**-dependens jelatviteli utvonalak révén valésul
meg. Hasonléan mas, nem ingerlékeny sejtek esetén leirtakhoz, a porcdifferencialodas
szabalyozasa soran is nagyon fontos szerepet jatszik az intracellularis [Ca2+] preciz beallitasa
[42,43]. A citoszol Ca*-tartalma két forrasbol: az extracellularis tér feldl és/vagy az
intracellularis Ca®*-raktar iranyabél emelkedhet. A plazmamembranban elhelyezkedd
csatornak 4 csoportra oszthatok. Az elsé csoportba tartoznak a fesziiltsegvezerelt Ca**-
csatorndk (VOCC, voltage-operated calcium channel), amelyek leginkabb az idegsejteken és
a harantcsikolt izomrostokon expresszalodnak. A masik csoportba tartoznak a ligand- vagy
receptorvezérelt Ca**-csatorndk (ROCC, receptor-operated calcium channel), mint az
NMDA-receptor (N-metil-D-aszpartat), amely a kondrocitakon is megtalalhato [44], vagy az
ionotrop P2X-purinreceptorok [45], melyekrdl a dolgozat késébbi részében még sz6 esik. A
harmadik csoport tagjai a mdsodlagos messengerek dltal szabalyzott Ca?*-csatorndk (SMOC,
second messenger-operated channel), melyek egyik tagja a kortikalis neuronokban talalhato
diacilglicerol-szenzitiv csatorna [46). Végiil ide tartoznak még a raktdr dltal vezérelt Ca®*-
csatorndk (CRAC, Ca?* release-activated Ca** channels), melyek az intracellularis raktarak
kitiriilésekor aktivalédnak, és a raktar altal vezérelt Ca2+-belépésért felelések (SOCE, store-
operated Ca** entry) [47,48].

A belso raktar a legtobb sejt esetében az endoplazmatikus retikulum (ER), mig izomsejtekben
a szarkoplazmatikus retikulum (SR). A belsd raktarbol kétfele csatornan keresztiil képes a
kalcium kilépni az intracellularis térbe. Az egyik csoportba az inozitol-1,4,5-trifoszfat
receptorok (IP3R) tartoznak. Egy meglehetésen jol feltérképezett receptor csaladrol van szo,
melyek tagjai, az IP3R-1, IP3R-2 és IP3R-3, mind szoveti eloszlasuk, mind pedig az
expresszios mintazatuk tekintetében heterogenitast mutatnak. A négy alegységbdl (melyek
egyenként mintegy 2700 aminosav hosszisaguak) felépiild Ca®*-csatorndk a Ca®" és a
foszfolipaz C (PLC) utvonal aktivalédasanak eredményeképpen felszabaduld 1P3 megkotésére
nyilnak, és az ER lumenében raktarozott Ca**-okat kiengedik a citoszolba [49]. A Ca*
egyben a receptor ligandjaként is miikodik, és pozitiv visszacsatolasi folyamat (Ca®*-induced
Ca®*-release CICR) révén a raktarbol tovabbi Ca?*-felszabadulast indukal, mindaddig, amig a
citoplazmatikus [Ca?"] viszonylag alacsony. Magasabb koncentracio elérése esetén a Ca*

gatolja a tovabbi Ca**-felszabadulast.
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A masik csoportba a belsé raktirak membranjaban lokalizalédé rianodinreceptor (RyR)

tartozik, melynek részletes bemutatasa a bevezetés vazizomra vonatkozo részében talalhato.

Purinreceptorok

A purinerg jelatvitel

Az adenozinvegyiiletek az evolucio fontos mérfoldkdvei. A csoportba tartozé6 ATP
szerepe igen sokrétii. Amellett, hogy az ATP (adenozin-trifoszfat) makroerg kotése révén
energiaraktarként funkcional, elengedhetetlen szerepe van a nukleinsavak felépitésében,
valamint a jelatviteli folyamatok kialakuldsaban is. Kimutattdk szimpatikus, paraszimpatikus
idegvégzodésben és a neuromuszkuldris junkcioban is. Kétféle modon juthat az extracellularis
térbe: kotranszmitterként exocitozissal vagy sejtlézid soran. Az ATP-t az extracellularis
térben az ectoATP-az bontja ADP-n (adenozin-difoszfat), majd AMP-n (adenozin-
monofoszfat) keresztiil adenozinra. Ezt kdvetden vagy inozinra bomlik le, vagy pedig
visszakeriil az idegvégkésziilékekbe, ahol Gjra ATP képzddik (2. abra). Human mezenhimalis
6ssejtekben (MSC) Kawano és munkatarsai ravilagitottak az autokrin/parakrin purinerg
szignalizacios hurok szerepére, mely a Ca**-oszcillacidk kialakulasaért felel. A huméan MSC-
kben az ATP felszabaduldsat kovetéen a P2Y; receptorok aktivalédnak, majd Gq-proteinen

keresztlil a PLC utvonalat aktivaljak és igy IPs-felszabaditds révén a citoplazma kalcium-

crer

ATP ADP AMP adenozin

P2X P2y NTPDaz P1

2. abra: Purinerg szignalizacios folyamatok. A purinerg szignalizacioban az ATP szerepe elengedhetetlen.
Kotranszmitterként exocitozissal vagy sejtlézid soran jut az extracellularis térbe, ahol az ectoATP-az bontja
ADP-n, majd AMP-n keresztiil adenozinra. Az NTPDaz (ekto-nukleozid trifoszfat difoszfohidrolaz) az ATP

defoszforilasaban jatszik szerepet, jelenleg 8 altipusa ismert a human szervezetben [51].
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A purinreceptorok osztalyozasa

A purinreceptorok, mint azt az irodalombdl tudjuk, kitiintetett szereppel birnak az
alapvet6 biologiai folyamatok Iétrejottében. A 2. abran jol lathato, hogy a purinreceptorok
extracellularis nukleotidokra érzékenyek. Ezeket a receptorokat eldszor idegsejtekben
fedezték fel, de nem sokkal késobb kideriilt, hogy szinte minden szévetben megfigyelhetd az
expressziojuk. Az immunrendszerben példaul a purinerg szignalizacié hatasara aktivalédnak
¢s migralodnak a makrofagok [52,53]. A purinreceptorokat két nagyobb csaladra oszthatjuk: a
Pl-receptorcsalad adenozinra, a P2-receptorcsalad pedig ATP-re, ADP-re ¢és UTP-re
érzékeny. Az utobbi csoport két tovabbi altipusra, a P2X- és P2Y-receptorokra oszthato [54].

A Pl-receptorok négy kiilonboz6 altipusanak mindegyike G proteinhez kapcsolt, 7
transzmembran domént tartalmazé fehérje. A négy receptortipus a kovetkez6: Adora 1 (A1R),
Adora 2 (A2aR), Adora 2B (AzsR) és Adora 3 (A3R) [55]. Az Adora 1 receptor agonistaja a
CCPA (2-Kloro-N°-ciklopentiladenozin), antagonistai a metilxantinok. Az Adora 2A
agonistai a DPMA  (N6-(2-(3,5-dimetoxifenil)-2-(2-metilfenil)etil)adenozin) ¢és a
regadenozon, az antagonistai az ATL-444 és MSX-3. Az Adora 2B agonistai 8 NECA (N-
etilkarboxamidoadenozin) ¢s a BAY 60-6583, antagonistai az ATL-801 és MRS-1706. Az
Adora 3 agonistai a 2-(1-hexinil)-N-metiladenozin és a CF-101, -102, antagonistai a KF-
26777 és a MRS-545. A legfrissebb irodalmi adatok protektiv szerepet tulajdonitanak a P1-

receptoroknak, példaul az ateroszklerozisos betegeknél [56].

Az ionotrép P2X receptoroknak 7 tipusat ismerjiik, amelyek a P2X;.; alegységek
homo- vagy heteromultimerizaciojaval jonnek 1étre [57]. Az alegységek két transzmembran
domént tartalmaznak, intracellularis C- €s N-terminalissal, valamint egy nagy extracellularis
hurokkal rendelkeznek. Amikor az extracellularis oldal megfeleld helyéhez ATP kotodik, az
[Ca?']; megnd (kdzvetleniil a kiilsd térbl), és a belépd Ca?* ionok CICR-t indukalnak. A P2X
receptorok nyitasa emellett depolarizalja a sejtet. Megkiilonboztetiink lassan deszenzitizalodo
purinreceptorokat, melyek ko6zé a P2X,, P2X,, P2Xs és P2Xg receptor tartozik. Vannak
azonban gyorsan deszenzitizalddo receptorok is, igy példaul a P2X; és P2X3;. A P2X;
receptort egy kiilon csoportba sorolhatjuk, mivel ez a receptor deszenzitizaciot nem mutat
[58]. A P2X; receptor fontos szerepet jatszik az apoptdzisban, és a tumorgenezisben mara
elfogadott tumormarker [59]. A szerepét leirtak mar periférias idegrendszeri bantalmakban

[60], valamint szepszisben is [61].
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A metabotrop P2Y-csoport tagjai G-proteinhez kapcsolt, 7 transzmembran doménnel
rendelkez6 receptorok (7-TM receptorok) [58]. Emldsokben eddig nyolcféle P2Y receptor
ismert [62]. A P2Y legkorabban megismert 4 tipusa (P2Y1, P2Y>, P2Y4, P2Ys) Gq-proteinen
keresztiil a PLC-t aktivalja és igy IPs-felszabaditas révén hozza létre a citoplazma kalcium-
koncentracidjanak novekedését. A masik 4 tipus (P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) esetében az
aktivalas Gs-proteinen keresztiil torténik, a gatlas pedig Gi-proteinen keresztiil valésul meg. A

purinerg receptorok legfontosabb agonistait és antagonistait az 1. tdblazatban foglaltam 6ssze.

1. tablazat: A purinerg receptorok legfontosabb agonistai és antagonistai. (suramin: 8-(3-benzamido-4-
metilbenzamido)-naftalén-1,3,5-triszulfonsav; ATPyS: adenozin-5’-O-(3-tiotrifoszfat); 2-MeS-ATP: 2-metiltio-
ATP)

P2X receptor- | P2X; P2X, P2X; P2X, P2Xs P2Xs P2X;
tipusok

Agonistak ATP, ATPyS

Antagonistak Suramin (kivéve P2Xg)

P2Y receptor— P2Y, P2Y, P2Y, P2Y5 P2Y 1 P2Y, P2Y13 P2Y 14
tipusok

Agonistak ATP (kivéve P2Yy,)
ADP UTP UTP UDP 2-MeS- ADP ADP UDP-
ATP gliikoz
Antagonistak Suramin (kivéve P2Y,)

A vazizom

A vazizomsejtek

Az izomsejt rendszeres ¢és jOl szabalyozott 0Osszehuzodéasokra specializalddott
sejtféleség. A gerincesekben, szovettani jellegzetességiik alapjan, az izomszovet két tipusat
kiilonitjiik el. Az egyik tipusba tartozik a harantcsikolt izomszdvet, mely fénymikroszkopban
harantcsikolatot mutat. Ebbe a csoportba tartozik a vazizomszovet (a csontvaz axialis és
periférias részeihez kapcsolodik), a viszcerdlis harantcsikolt izomszovet (nyelv, nyel6csod
felso része) €s a szivizomszdovet. A masik tipusba tartozik a simaizomszdvet, mely nem mutat

a harantcsikolt izomhoz hasonl6 rendezettséget [63].

Az izomszovet kiilonb6zé modon differencidlodott tipusai biztositjak a soksejtli allati
szervezetek helyvaltoztatasat és belsé szerveik mozgasat. Az izomsejtek mellett szamos egyéb
mezodermalis eredet(i sejt is képes az aktin- és miozinfilamentumok kolcsonhatasa révén

megvaldsulo 6sszehuzodasra.
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A vazizom morfologiai sajatsagai

A vazizmot durva kotészovetes tok, az epimizium hatarolja, melyen belil az
izomrostok kotegei a perimiziumba zarva helyezkednek el (3. abra). A tobbmagv( izomrostot
az endomizium burkolja, mely vér- és nyirokereket, valamint idegeket tartalmaz. Az
izomrostok hosszl, henger alaki, nem eldgazd oOriassejtek, melyek a sejtek szélén, a
sejtmembran alatt ellapult sejtmaggal rendelkeznek. A magok szama akar sok szaz is lehet az
izomrost hosszatol fliggéen, amely néhany millimétertél akar 30-40 cm-ig is terjedhet,
atmérdje pedig 10 és 100 um kozott valtozik. Szdvettani metszeteken, specidlis festési
eljarassal vilagos és sotét savok figyelhetdek meg a citoplazmajaban. A s6téten festddd savok
anizotropok (A-sav), a vilagosan fest6dé savok pedig izotropok (I-sav). Az I-sav kdozepén
vékony sotét vonal lathatdo, melyet Z-vonalnak neveziink. A sejt citoplazmajanak, melyet
vazizom esetében szarkoplazmanak vagy mioplazmanak is neveznek, jelentds tomegét a
miofibrillumok alkotjak, melyek a vékony (aktin) és vastag (miozin) miofilamentumokbdl
épilnek fel. A miofibrillum két Z-vonala kozé es6, ismétlédé szakaszokat szarkomereknek
nevezziik. A szarkomer miozint tartalmazo részei alkotjak az A-savot (anizotrop), a csak
aktint tartalmazé részek pedig az I-savot (izotrop). Elébbi kozepén a H-zona, az utdbbi
kozepén pedig a Z-vonal talalhatd. Az aktin szabalyozo fehérjéi a tropomiozin és a troponin.
Bizonyos fehérjék ugyan nem jatszanak szerepet sem a kontrakcié folyamatidban, sem annak
szabalyozasaban, mégis elengedhetetlen szerepiik van a szigoru rendezettség fenntartdsaban
[5]. Ilyen példaul a nebulin, ami valdsziniileg az aktinhosszt szabalyozza, a titin, amely az
izomrostok rugalmassagat biztositja, valamint az obscurin, amely a titin és az ankirin
megkotésében jatszik szerepet. A titin érdekessége, hogy ez az eddig ismert legnagyobb
polipeptid (molekulastly: 3000 kDa) [64]. Az egyes izomrostokat sejtmembran, a
szarkolemma veszi koriil. A szarkolemma felépitése azonos mas ingerelhetd és nem
ingerelhetd membranokéval: lipid kettOsréteg, benne integrans fehérjemolekulakkal. Az
izomrost miikddése szempontjabol dontd a fesziiltségfiiggd gyors Na'- és a késdi tipusu K-
csatornak jelenléte, ezek teszik lehetévé az akcios potencial terjedését. A szarkolemmaban CI°
és Ca®'- csatorndk, valamint kiilonféle receptormolekulék is talalhatok. A vazizom igen fejlett
intracellularis membranrendszerrel rendelkezik, mely nem mas, mint a szarkoplazmatikus
retikulum (SR). A SR-t a rost hossztengelyével parhuzamosan elhelyezked6 vékony csovek
(longitudinalis, vagy L-tubulusok) alkotjak, melyek terminalis ciszterndkban végzddnek. A
transzverzalis vagy T-tubulusok a felszini membran betiiremkedései, és a termindlis

ciszternakkal egylitt alkotjak a harantcsikolt izom funkcionalis egységét, a triadot, melynek
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alapvet6 szerepe van az elektromechanikai csatolas folyamataiban. Ennek részletes targyalasa

,»A vazizom ¢élettani sajatossagai” cimi fejezetben talalhato.

lzomnyalab Endomysium

Mozgaté ideg

Perimysium

Actin A=

£
Mlozln—.-"l.::;
SSeenenend

3. abra: A vazizom felépitése (www.mkk.szie.hu nyomdn). A képen egy harantcsikolt izomrost véazlatos rajza

lathato a fontosabb sejtalkotokkal.

Izomfejlodés

Az izomfejlédés és —differencialodas, valamint a sériilést kovetd izomregeneracio
precizen szabalyozott, tobblépcsos fejlodési folyamat. A mezodermalis eredetii mezenhimalis
sejtek bipolaris vagy orso alakti monopolaris sejtek, melyek az izom iranyu differencialodas
elsé 1épéseként premioblasztokka, izom prekurzor sejtekké alakulnak. A csiralemezek
kezdeményei. A migracio soran ezek a mezenhimalis sejtek intenziv proliferacival
jellemezhet6k, amivel parhuzamosan létrejonnek a terminalis differencialodas elétt allo
mioblasztok. Ezen sejtek fuzidjaval torténik meg a miotubulusok képzddése, eldszor primer
miotubulusok keletkeznek, majd pedig a primer izomcsoévek koriil kialakulnak a szekunder
miotubulusok [65]. Az izomcsovek tovabbi mioblasztokkal fuzionalva novekszenek, majd
elkezdédik az izomspecifikus fehérjék szintézise (vékony és vastag filamentumok), a
sejtmagok a szarkolemma ala szorulnak és megjelenik az izomrost. Ez a folyamat szigort
genetikai szabalyozas alatt all [66].

A teljesen differencidlodott izomrost szarkolemmadjdhoz hozzasimulva, a lamina

bazalison beliil vannak olyan kevéssé differencialt sejtek, amelyekbdl az izomrost részlegesen
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regeneralodhat, ezek az un. szatellitasejtek. Az izomrostok felszinéhez M-kadherin
sejtadhézios molekulaval kapcsolodnak. Ezek a sejtek nyugvo, tartalék mioblasztoknak
felelnek meg, és az egész élet sordn osztodasra képesek maradnak. Megfelelé novekedési
faktorok hatasara aktivalodhatnak, osztédhatnak és hozzajarulhatnak a sériilt izomrost

crer

fibroblasztok vandorolnak és hegszovet alakul ki [67].

A vazizom élettani sajatossagai

A vazizomzat mikddésének elemi megnyilvanulasa az egyes izomrostok kontrakcioja,
amelynek mind a nagysaga, mind pedig a kialakulasi sebessége membranpotencial-fiiggd
jelenség. Az izomrost a vazizom elemi egysége, a membranjan kialakulo akcids potenciélra a
,minden vagy semmi” torvény érvényes. A szarkolemman keletkezé és terjed6 akcids
potencial felszalld szaraért a tetrodotoxin érzékeny gyors Na'-csatornak aktivalodasa, a
repolarizacioért ugyanezen csatornak fesziiltségfiiggd inaktivalodasa, illetve a késéi K'-
csatorndk megnyildsa a felelés. A felszini membran depolarizaléddsa és a kontrakcio
kialakulasa kozott 2-4 ms 1do telik el, amit latenciaidonek hivunk. Ez alatt az id6 alatt mennek
végbe azon folyamatok, melyeket Osszefoglaldé néven elektromechanikai vagy excitacios-
kontrakcios kapcsolatnak neveziink. A csatolas elsé 1épése az akcios potencial terjedése a T-
tubulusok membranjan az izomrost belsejébe. A T-tubulusok egyik funkcionalis jelentdsége
az, hogy lehetové teszik a vazizomrost teljes keresztmetszetének kozel egyidejii aktivalodasat.
A T-tubulus membran depolarizaciojat kovetden a Ca**-ok intracellularis tarolohelyekrdl
szabadulnak fel. A terminélis ciszternak az izomrost Ca®*-raktarat képzik, benniik a Ca®
részben szabadon, részben a kalszekvesztrin nevii Ca?*-kotd fehérjéhez kototten talalhato
meg. A felszini membran depolarizacidjat kovetden a mioplazmaban a Ca?*-koncentracio a
kontrakcio kialakulasat megelézéen kezd el novekedni. A szarkolemman, valamint a T-
tubulus membranon végighalado6 akcids potencidl a membranban elhelyezkedd dihidropiridin-
receptor (DHPR) konformaciovaltozasat okozza, és ez megnyitja a belsd Ca?*-raktarként
szolgalo szarkoplazmatikus retikulum Ca**-csatornajat, a rianodinreceptort (RyR).
Nyugalomban a mioplazma Ca®*-koncentracidja 100 nM koriili érték, a kontrakcid
kialakulasahoz sziikséges koncentracido kb. 1 uM. Kifejlett vazizomban az intracellularis

[Ca2+] megemelkedésének forrasa csaknem teljesen a sejten beliili Ca** -raktar.

A Ca?*-kiaramlas kezdetén, maga a Ca®" is aktivalhatja a RyR-t pozitiv visszacsatolas

révén, ezt a folyamatot, mint arra kordbban utaltunk, CICR-nak nevezziik. A kiaramlo Ca®*-
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okat aktiv transzportfolyamat juttatja vissza a SR-ba a SERCA pumpa segitségével. Az
izomkontrakcio alapja a rendezett kontraktilis fehérjék, aktin €s a miozin egymas melletti
elcsiiszasa, ezaltal a szarkomerhossz rovidilése. A  vazizomrostok aktivalasanak
eredményeként kétféle kontrakciot kiilonboztethetink meg: izotoénids ¢€s izometrias

kontrakciot [68].

Rianodin receptor (RyR)

A RyR nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az elektromechanikai csatolas kialakitasaban.
Maga a receptormolekula a SR membranjaban talalhatd, a molekula legnagyobb része a
citoplazma felé néz, és a vazizomban kozvetlen kapcsolatba keriil a DHPR-ral. Alegységei
homotetramereket képezve hozzak létre az ioncsatornat, melynek tomege kb. 2,2 MDa. A
receptornak harom tipusa ismert, a vazizomra jellemzé RyR1, a szivizomban eléfordulé RyR2

¢s elszor az agyban detektalt RyR3 [69].

Szarkoplazmatikus retikulum Ca®** ATP-4z (SERCA)

A mioplazmaba kijutott Ca** visszavétele a SR-be aktiv transzportfolyamat révén
valdsul meg. A ,,visszavett” Ca’* nagy része a kalszekvesztrinhez kapcsolddik a terminélis
ciszternakban, melyhez diffuzioval jut el és ezutan ismét alkalmas lesz a kovetkezd
kontrakcio létrehozasara. A mioplazmatikus Ca?* koncentracié mindaddig magas marad, amig

a korabban felszabadult Ca** vissza nem jut a SR-be.

A SERCA a P tipusu ATP-dazok kozé tartozik, melyek kozos jellemzoje, hogy
integrans membranfehérjék, foszforilaciojuk egy meghatarozott aszparaginsav oldallancon
keresztiil torténik, aminosavsorrendjiikkben nagyfoki hasonlosagot mutatnak és mindegyik
gatolhatd a foszfat analég vanadattal. A SERCA, szemben a plazmamembran-
kalciumpumpaval, nem igényel kalmodulinkotést mitkodéséhez [70]. A SR-Ca?*-pumpa
tobblépéses konformacio valtozas altal hajtott folyamatban juttat at két Ca®'- t a citoszolbol a
SR belsejébe az ATP hidrolizisébdl szarmazd energia segitségével. A SERCA a nagy
affinitasa Ca**-transzportrendszerekhez tartozik (Km ~400 nM), emiatt érzékenyen reagal a

crer

fehérje a SR longitudinalis szakaszan helyezkedik el [71].

A SERCA az emberi szervezetben tobb izoformaban fordul el6. A SERCAlb az
ujsziilott szervezet gyors rostjaiban van talnyomorészt jelen. A fejlédés soran fokozatosan

felvaltja a SERCAla, mely a felnéttkorban mar a dominans format jelenti. A SERCA2a a
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szivizomsejtekben és a lassi tipusu vazizomrostokban talalhatd, de nagy mennyiségben
expresszalodik a neonatdlis gyors tipusi izomrostokban is. A SERCA2b jelentds
mennyiségben a simaizmokban expresszalodik, de gyakorlatilag minden sejtféleségben
kimutathatd. A szervezetben elsésorban nem-izom tipusu sejtekben mutattak ki a SERCA3
gén termékét [72,73,74].

A SERCA tercier szerkezetére vonatkoztatott hipotetikus modell alapjan 3 f6 egység
kiilonitheto el (4. abra A):

- Citoplazmatikus fejrész, ami magaba foglalja az ATP-kotd, a foszforilacios és az un.

energia transzdukcios domént.

- Penta-helikalis szar, ami a nagy affinitasd Ca®*-koté részt tartalmazza és biztositja a

kapcsolatot a fejrész és az intramembran domén kozott.

- Intramembran régié, melynek feladata a molekula kihorgonyzasa a lipid
kettSsréteghez és a Ca®* membranon at trténd aramlésanak a biztositasa. Legalabb 10

transzmembran hélixbol all.

A SERCA-nak kétféle konformacios valtozata van, az E1 és az E2. Az E1 konformacid
kristalyosithato kalcium vagy lantanida jelenlétében. Az E2 konformacié akkor jelenik meg,
ha a kalciummentes kdzegben vanadat vagy anorganikus foszfat magas koncentracioban van
jelen. Az E1 és E2 kozotti konformacios atmenetek a fehérjék masodlagos szerkezetében
kevés valtozast eredményeznek, inkdbb a domének cstisz6 és forgd mozgasa figyelheté meg.
Az E1 konformacids allapoti fehérje két Ca®*-t kot meg a SR- membran citoplazmatikus
oldalan. Ezutan a fehérje foszforilalodik egy aszpartilgyok béta-karboxil csoportjan mikozben
ATP-t haszndl fel. A folyamat eredményeként az enzim konformacios allapota megvaltozik
(E1-E2 4tmenet), s ennek kdvetkeztében a két Ca?* atjut a membranon és az intraluminalis
oldalon ledisszociadl a fehérjérdél. Végiil a pumpa defoszforilalodik és magnéziumion
segitségével Ujra felveszi az E1 konformacios allapotot. Megfeleld koriilmények kozott a
folyamat megfordithatd, ilyenkor két Ca?* atvitele torténik a SR-bol a citoplazmaba mikdzben

egy molekula ATP keletkezik (4. abra B).
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2Ca?+

ATP
E1 + E1Cazr " . E1ATP

2-3H+
I ADP |

2-3H*

E2 <7— E2P ~+ E1P
Pi

2Ca?*+

Cyoplasm

Membrane

4. abra: A SERCA modellje (A) A SR Ca** ATP-az szerkezeti modellje. A citoplazmatikus fejrész magéban
foglalja az ATP —ko6td (N), a foszforilacios (P) és az un. energia-transzdukcios domént (A), valamint a
proteolitikus hasitasi helyeket. Az intramembran régiot legalabb 10 transzmembran hélix alkotja [75]. (B) A SR
Ca®* ATP-4z ciklikus miikodése [76].

A SERCA nem-kompetitiv inhibitora a tapszigargin (TG), amely nagy affinitassal és
irreverzibilisen kotédik az enzimhez [77]. A SERCA-t specifikusan blokkolja az Aspergillus
fajok altal termelt mikotoxin, a ciklopiazonsav (CPA), melynek hatasa reverzibilis és
affinitasa kisebb a TG-nal. A kutatisokban hasznalatosak kevésbé specifikus blokkolok is,
mint a 4-aminopiridin (4-AP), a fluorid, a TBQ (2,5-di(tert-butil)-1,4-benzohidrokinon)[78], a
vanadat és a CrATP [75].

Az intracellularis kalcium sejtélettani jelentosége az izomfejlédés soran

crcr

szekunder miotubulusok izomspecifikus fehérjéket szintetizalnak [79]. Ezen folyamat szamos
1épése Ca®'-fiiggs [80]. A belsd Ca®*-raktarként funkcionalé SR még fejletlen, annak
halozata, integritasa csak fokozatosan alakul ki, ezért a miogenezis korai szakaszaban az
intracellularis [Ca*"] novekedésének dontd forrasa az extracellularis tér. A belsé raktarakbol a
Ca’*-felszabadulas fSleg az IP3 receptorokon keresztiil torténhet, G-proteinhez kapcsolt
foszfolipaz C (PLC) aktivacio kovetkeztében. A PLC tobb izoformajarol leirtak mar, hogy
aktivitasuk elengedhetetlen a differenciacios folyamatok 1étrejottében. A kiilsé Ca?* belépése
depolarizacio hatasdra a fesziiltség fiiggd ,,T’- ¢és ,,L”-tipust Ca**-csatornakon keresztiil
torténik. A mioblasztokban Ca®*-belépést biztositanak még a felszini membranban diffiizan
elhelyezkedd nikotin tipusu kolinerg receptorok, valamint a szintén Ca2+-permeébilis P2X

purinerg receptorok. Az érés és a miotubulussa torténé differencialodas soran valosul meg a
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SR folyamatos szervezddése, megjelenik a Ca**-indukalt Ca®**-felszabadulas. Késébb, az
egyre fejlettebb SR megjelenésével dontd szerep jut az elektromechanikai kapcsolat révén
megvalosulo, RyR-on keresztiil torténd fesziiltség-indukalt Ca**-felszabadulasnak (VICR)

[81].
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Célkitizés

Munkénk egyik részében izomtenyészeteken vizsgaltuk az intracellularis Ca*-
homeosztazist, és az abban szerepet jatszo kulcsfehérjék expressziés mintazatat. Munkank
masik részében pedig az Anatomia, Szovet- és Fejlodéstani Intézet Sejt- és Szovettenyésztd
Laboratoriumanak munkatarsaival egyiitt a human eredeti kondroprogenitor sejtek (CPC-k)
vizsgalataval foglalkoztunk. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy bizonyos sejttipusoknal —
vazizomsejteken és kondrocitakon- a differencialodasi folyamat elére haladtaval
intracellularis Ca®*- szint véltozasok figyelhetSk meg [82]. A proliferacié és differencialodas
ideje alatt szamos hormon, citokin, valamint kiilonb6z6 gének atirddasa befolyasolja a
sejtfolyamatokat, de a [Ca*']; kozponti szabalyozé szereppel bir [83,84]. Napjaink leginkabb
kutatott teriiletét képezik a mezenhimalis dssejtek, amelyek potencidlis szerepet jatszanak az
oszteogenikus, kondrogenikus differencialodasi folyamatokban. A mezenhimalis &ssejtek
porcsejt irdnyba torténd differencialtatdsa, ¢és terapids célra torténd alkalmazésa az
orvostudomany egyik fiatal teriiletét képviselik. A csontvel6bdl szdrmazo Ossejtek esetleges
infarktuson atesett betegeknél [85,86], az autoimmun megbetegedéseknél [87], és
természetesen a kronikus vazizom ¢és kotdszoveti megbetegedésként szamon tartott
oszteoartritisznél is, amely kutatasunk egyik f6 targyat képezte. Ez az iziileti karosodassal
Jaré autoimmun megbetegedés a hatvan év felettiek 15%-at érinti a nyugati populacioban. A
betegség kialakulasaért els6sorban a matrixbontd proteindz enzimek kontrollalatlan
termelddése, a proteoglikanok fokozatos elvesztése, az extracellularis matrix atalakulésa,
valamint a porcsejtek talzott mértékii differencialodasa tehetd felelossé [88]. A gyulladasos
folyamatok csak mésodlagos tlinetként alakulnak ki a betegség soran, de jelentds mértékben
hozzéajarulhatnak a tlinetek sulyosbodasdhoz. A porc- és izomszoveti teriiletek koros
elvaltozasai gyakran egymas korkovetkezményeként jonnek létre. A fajdalom mozgasra,
terhelésre  fokozddik, ¢és  santitas alakulhat ki. Elorehaladott esetben, akar
mozgaskorlatozottsag is létrejohet. Ezen ismeretek birtokaban a céljaink a kovetkezdek

voltak:

1. A kondrogenikus progenitor sejtek (CPC-k) Ca?*-homeosztazisinak részletes
megismereése.

2. A belsd Ca**-raktarak funkcionalis jellemzése.

3. A Ca*-tranziensek kialakitasaért felelés szignalizacios utvonalak feltérképezése.
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4, A szignalizacios utvonalban szerepet jatszd fehérjék expresszidos mintazatanak

vizsgélata.

A proliferalodd porcsejtek mellett, az egér eredeti C2C12 vazizomsejteken a
szarkoplazmatikus retikulum Ca®*-ATP-az 1b fehérie (SERCAIDb) expresszio csokkenés
hatasat is vizsgalni kivantuk. Egyre tobb izombetegség kapcsan felmeriil a gyanu, hogy a
SERCA valamelyik izoformajanak defektusa tehetd felelossé a betegség kialakulasaért. A
szivizom transzportfolyamatai, csatornafehérjéi a tudomany egyik leginkabb kutatott tertiletét
képzik, hiszen csak Europaban jelenleg 20 milli6 regisztralt szivbeteg ¢l. Mara mar koztudotta
valt az is, hogy a szivinfarktus kialakulasaért a SERCA2a fehérje csokkent expresszioja
okolhato [89], mig a Brody miopatiaként ismert izombetegség kialakulasaért a SERCALI
izoformat kodold gén mutacidja felelds [90]. Az irodalomboél ismert, hogy a SERCA fontos
szerepet jatszik a Ca’’-homeosztazis fenntartasdban, mert a kidramld Ca®*-okat aktiv
transzportfolyamat révén juttatja vissza a szarkoplazmatikus retikulumba. Kivancsiak voltunk
arra, hogy egy ilyen fontos Ca?*-pumpa expresszio csokkenése vagy esetleges hianya milyen
valtozasokat eredményez. Azt szem el6tt tartva, hogy a SERCA1b a domindns izoforma a

C2C12 sejtekben, a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

5. Hogyan valtozik a vazizom Ca?*-homeosztézisiban és differencialodasaban résztvevé
fehérjék expresszios mintazata a csokkent SERCALD hatasara?

6. A SERCA1lb fehérje expresszidjanak csokkenése milyen hatissal van az
elektromechanikai csatolasra és a depolarizacio altal kivaltott Ca?*-felszabadulasra?

7. A SERCAIlb csokkent expresszidja milyen morfologiai valtozasokat idéz eld, illetve

modositja-e a differencidlodo izom novekedését?

Egyetemi doktori értekezésemben az intracellularis Ca®*-szerepét vizsgalom in vitro CPC
tenyészeten, valamint bemutatom a SERCAIlb fehérje expresszid csokkentés Ca’'-

homeosztazisra és a differencialodasra gyakorolt hatasait vazizomtenyészeteken.
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Anyagok és modszerek

Sejtkultirik

Porctenyészet

Kisérleteink elsé részében migratorikus, kondrogenikus progenitor sejteket (CPC-k)
hasznaltunk. A kondrogenikus progenitor sejtek izolalasat, immortalizalasat Nicolai Miosge
¢s munkatarsai végezték [21]. Egy oszteoartritiszben szenvedd betegb6l (65-75 év), a
térdprotézis miitét soran levett mintabol hoztak 1étre a primer kultarat. A szovetdarab a
leginkabb érintett oszteoartritiszes szovet melletti teriiletr6l szarmazott. A CPC sejtek
immortalizaciojat lentiviralis expresszios rendszerrel alakitottak ki (pLenti6/v5-hTERT). Az
expresszios rendszer proteolipid protein 1, 2 fehérjéket (pLP1, pLP2) és VSVG plazmidot is
tartalmazott az immortalizaciés hatékonysag novelése érdekében. A Vesicular stomatitis
Indiana virus G-proteinje, a VSVG segiti a virus bejutasat a sejtbe. A lentiviralis transzfekciot
kévetben a sejtek 10 mg mL™ blaszticidinnel kiegészitett tapoldatban szelektalodtak 1 hétig.
A sikeres transzfekcio eredményeképpen 1étrejott CPC 531 sejtvonalat hasznaltuk
kisérleteinkhez (5. abra). A sejteket Dulbecco altal modositott Eagle’s Mediumban (DMEM)
tenyésztettilk, amelyet 10% fotalis borjiszérummal, 50 U/ml penicillinnel, 50 pg/ml

streptomycinnel, valamint L-glutaminnal egészitettiink ki (10 mM).

kondrocita
oszteo-kondro o) \ . .
progenitor sejt CPC ® o
MscC L

II. tipusu kollagén
—ey—  ©

Ry, fibro kondrocita

So, Q‘? /a

*9
|. tipusu kollagén

5. abra: A CPC tenyészet fejlédése. Az abran jol lathatd, hogy a mezenhimalis Gssejt eldbb oszteo-kondro
progenitor sejtté, majd kondroprogenitor sejtté differencialodik. A CPC-k mind oszteogenikus, mind
kondrogenikus transzkripcios faktorokat expresszalnak (Runx2, Sox9). A Runx2 és Sox9 expresszios szintjétol

fliggben differencialodhatnak tovabb kondrocitava vagy fibro kondrocitava.
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C2C12 vazizomsejtek

A C2C12 sejtek felnétt C3H egértorzs labanak harantcsikolt izomzatabdl nyert
immortalizalt mioblasztok (ECACC, European Collection of Cell Cultures, United Kingdom),
melyeket DMEM-ben tenyésztettiink. A DMEM tapoldatot még 10% fotalis borjiszérummal,
50 U/ml penicillin és 50 pg/ml streptomycin antibiotikum keverékkel egészitettik ki. A
sejteket 37 °C-on, 5% CO, jelenlétében inkubaltuk. A sejtek miotubulusokka torténd
differencialodasat, 80%-os konfluencia elérését kdvetden, a tdpoldat megfelelé modositasaval
biztositottuk (DMEM 5% loszérummal, valamint a mar emlitett antibiotikum kombinacidval

kiegészitve).

Liposzoma medialt transzfekcio

Az egér eredeti C2C12 vazizomtenyészetekben RNS interferencia moddszert
alkalmaztunk az endogén SERCAILb fehérje expressziodjanak csokkentésére. Az altalunk
hasznalt small hairpin RNS (shRNS) a magban tortén6 expresszio soran keletkez6 70-80 bp-
nyi nukleotidszekvencia. A megfeleld atirodas biztositisa H1 vagy U6 promoter és
terminacios szignal segitségével torténik. Az shRNS a sense-loop-antisense szakaszokbol 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
(hurok) szakaszt hasitva egy duplaszala siRNS-t eredményez, amelynek ,,antisense” széla a
RISC-komplex segitségével kapcsolodik a mRNS specifikus szakaszdhoz. Az igy keletkezett,
egy szakaszan duplaszalivd alakul6 mRNS a sejt szamara értelmezhetetlenné valik,
SERCA1b fehérje mRNS-ére specifikus shRNS-t a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Magyarorszag,
Budapest) rendeltiik. A SERCALb fehérje csendesitésére hasznalt target szekvencia a
kovetkezd volt: 5-ctatctggaggatccagaa-3, amely a 21. exon utols6 11 bazisat (3121-3131b,
egér SERCAI1 cDNS, acc. No. NM 007504), valamint a 23. exon els0 8 bazisat foglalja
magaban (3174-81b). A 22. exon egy splicing kovetkeztében kivagoddik. A kivalasztott
shRNS sense régidja 5’ctatctggaggatccagaa, az antisense régioja pedig 5’ttctggatcctccagatag
volt. A SERCALb szekvencidjara vonatkozo homologiat blast filtering programmal
ellendriztiik, tovabba az shRNS nonspecifikus hatasait scrambled RNS alkalmazasaval zartuk
ki. A kivalasztott shRNS szekvenciat pLKO.1-puro-CMV-tGFP expresszios vektorba
klonoztak (6. abra). A SERCALb fehérje gatlasat Western-blot technikaval vizsgaltuk az
izomdifferencialédas kiilonb6z0 szakaszaiban (proliferacido-terminalisan differencialtatott

miotubulusok). Az shRNS-t liposzoma medialt transzfekcioval (Lipofectamine 2000,

28



Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) juttattuk a sejtekbe a proliferacio megkezdését kovetd 24-30
oraval. A lipofektamin magaba zarja a negativ toltési DNS-t és igy at tud jutni a
sejtmembranon. A transzfekciot Opti-MEM tépoldatban 2,5 6ran keresztiil végeztiik 37 °C-on
termosztatban (500 ng shRNS/6 lyuku plate), majd 48 oran keresztiil a korabban emlitett
DMEM tépoldatban hagytuk a sejteket proliferalodni. 48 orat kovetden az eredeti tapoldatot
lecseréltiik 1,5 pg/ml puromycin (AppliChem, Darmstadt, Németorszag) tartalmu tapoldatra.
A szelekciot kovetd 14.-15. napon egyedi kolonidk alakultak ki, amelyekben a sejtek
felaratasat kovetden vizsgaltuk az esetleges SERCALb fehérje csokkenését vagy gatlasat. 12
egyedi klon fehérjemintajat vizsgaltuk Western-blot technika segitségével, melyek koziil az 1.
klont (C1) és az 5. klont (C5) hasznaltuk tovabbi kisérleteinkben. A fel nem szedett egyedi
klénokat a tenyésztéedény falardl eltavolitottuk, s a sejtek 0Osszességét a késObbi
vizsgalatokban egy mintaként kezeltiikk (pool tenyészet). A vizsgalatok elvégzését kdvetden
azt tapasztaltuk, hogy a C1 sejtekben szinte teljes mértékben sikeriilt a SERCA1b
expresszigjat gatolni, mig a C5 sejtekben csak részben. Kontrollként a parentalis sejtek
mellett scrambled shRNS-el transzfektalt sejteket (Scr) is hasznaltunk. A vizsgalathoz
specifikus SERCA1b ellenes antitestet alkalmaztunk, amely kizarolag csak a fehérje
terminalis oktamerjéhez kapcsolodik. 80%-os konfluenciat elérve a korabbi proliferaltatd
tapoldatot differencialtatd tapoldatra cseréltiik, majd 5 napos, terminalisan differencialodott

miotubulusokat hasznaltunk a vizsgalatainkhoz.

\0%p :
Sense Strand T Antisense Strand

w CCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTT s
w— GGCC GAGCTC AAAAA
N
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puroR

{ | SIN/3*LTR

W) Psi pLKO.1-puro
X 7086 bp

RSV/5' LTR |

puUC ori

Sense Strand ¢

Antisense Strand

6. abra: A pLKO.l-puro vektor felépitése (http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-genomics-

and-rnai/shrna/library-information/vector-map.html).
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Immuncitokémia

Az immuncitokémiai modszer a specifikus antigén-antitest reakciora €piil, ahol a cél
az, hogy az antitest altal felismert antigént annak természetes eléfordulasi helyén tegylik
lathatéva. Az immunvalasz soran aktivalédé B-limfocitakbol differencialodd plazmasejtek
termelik az ellenanyagot. In vivo immunizalds soran a szérumbdl, mig in vitro koriillmények
kozott a sejtkultarak feliiliszojabol nyerhetok antitestek. A hagyomanyos immunizaldssal
eléallitott ellenanyagok poliklonalis eredetiick, azaz tobb B-sejt klon termékei, ezért a
szérumbodl izoldlhatd ellenanyag-populdcid heterogénnek tekinthetd. Elénye, hogy
ugyanannak az antigénnek kiilonb6z6 determindnsait felismerd molekuldkat tartalmaznak, igy
keresztkotésen, aggregacion alapuld modszerek esetében alkalmazhatok. Hatranya, hogy
rokon szerkezeti antigénekkel vald keresztreagald képességiilk nem kiiszobolhetd ki. A
monoklondlis ellenanyagok egy-egy aktivalodd B-sejt klon utddsejtjeinek termékei, tehat
homogénnek tekintheték. Jol meghatarozhaté egyedi tulajdonsdgokkal rendelkeznek és
korlatlan mennyiségben eldallithatok. Az 0Osszetett antigének egyes determindnsainak
felismerése ¢és az egymastol csak néhany epitopban eltérd strukturak megkiilonboztetése is
lehetséges hasznalatukkal. Monoklonalis ellenanyag eléallitasra leggyakrabban olyan egér B-
sejt eredetll mieldmak hasznalatosak, melyekre a stabilitds, a konnyli fenntarthatdsag és a
gyors szaporodoképesség jellemz6. Fontos szempont, hogy ne termeljenek endogén
ellenanyagot és rendelkezzenek valamilyen enzimhidnnyal, aminek a kihasznalasaval

elkiilonithetok a B-sejt-mieldoma hibridektol [91].

Az elsddleges antitest annak Fc-szakasza ellen termeltetett masodlagos antitestettel
jelolhetd (fontos a fajazonossag), amelyhez jelzbanyagokat (pl. fluoreszcein-izotiocianatot
[FITC], vagy mas fluoreszcens festéket) kapcsolva a célfehérje lokalizacidja specifikusan

lathatova tehetd fluoreszcens mikroszkop alkalmazaséaval.

Az alabbiakban targyalt immunfestési technikat C2C12 sejtvonalon SERCAla és 1b

fehérje kimutatasara alkalmaztuk.

A sejtkultarakat foszfat pufferes sdoldattal (PBS) atmostuk, majd 20 percen keresztiil
jéghideg 70%-0s metanollal fixaltuk. A sejtmembran permeabilizalasat 15 perces kezelés
soran 0,1%-0s Triton X-100-zal biztositottuk, majd az aspecifikus helyek blokkolasara 1%
borjuszérum-albumin oldatot (BSA) hasznaltunk (30 perc szobahd). Ezt kovetden a sejteket
primer antitesttel inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan at. Vazizomtenyészeteken a SERCAla/b,
SERCAI1b és dezmin antitesteket hasznaltuk (2. tablazat). A SERCALla/b antitest a fehérje C-
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terminalisanak 506. aminosav szekvenciajua epitopjat ismeri fel, a SERCA1b antitest pedig a
terminalis oktamert. Ezt kdvetden fluoreszceinnel konjugalt masodlagos 1gG-t alkalmaztunk
1:500 aranyban higitva PBS-ben, 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten. A sejtmagokat DAPI-
val (4’,6-diamidino-2-fenilindol) tettiikk lathatova (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA). Az eredményeket konfokalis mikroszkop segitségével értékeltiik.

2. tablazat: Az immuncitokémiai kimutatashoz hasznalt antitestek listaja.

Kimutatandé fehérje Els6dleges antitest Misodlagos antitest
SERCA1 monoklonalis anti-SERCA1 anti-egér FITC
1:1000 1:500
Thermo Scientific Vector Labs
SERCA1b monoklonalis anti-SERCA1b anti-nyal FITC
1:800 1:500
Szegedi Tudomanyegyetem (Zador
Ernd) Vector Labs
Dezmin monoklonalis anti-dezmin anti-egér FITC
1:500 1:500
Sigma-Aldrich

Vector Labs

RT-PCR analizis

A polimerdz lancreakcié egy olyan molekularis bioldgiai modszer, melynek soran
specifikus génszakaszok felerésitése valik lehetévé megfelelé primerek és egy héstabil DNS-
polimeraz alkalmazasaval. Ha a sejtek altal expresszalt mRNS-eket cDNS-s¢ irjuk at (reverz
transzkripcid), akkor az adott pillanatban az éppen kifejez6dé géneken (in. transzkriptom)

végezhetjiik el a specifikus erdsitést.

Az RT-PCR analizishez 10 cm atmér6ji Petri-csészében (Nunc, Naperville, IL, USA)
tenyésztettilk a C2C12 sejteket, majd a terminalisan differencialodott kultirakat eloszor hideg
foszfat pufferes sooldattal mostuk at, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és
felhasznalasig - 70 °C-on taroltuk. Az 6sszegyljtott sejttenyészetekbol teljes RNS-t izolaltunk
Qiagen Rneasy® Mini Kit segitségével a gyarto altal mellékelt protokoll alapjan (BioMarker
Kft.,, Godolls, Magyarorszag). Az izolalt RNS mennyiségét és tisztasidgat NanoDrop
(NanoDrop Technologies, Bio-Science, Magyarorszag) késziilék segitségével ellendriztiik. Az
igy nyert RNS-mintabol Omniscript reverz transzkripcios kit (Qiagen) felhasznalasaval, oligo
(dT) primerek segitségével cDNS-t készitettiink. A reverz transzkripcio reakcio elegye 500 ng
RNS-t, 0,25 pl RNaz inhibitort, 0,25 pul oligo (dT)-t, 2 ul dNTP-t (200 uM) és 1 ul M-MLV
RT-t tartalmazott 1x RT-pufferben. A reakcio végtérfogata 20 ul volt. A specifikus cDNS-

szekvencidk amplifikacidja olyan primerekkel tortént, amelyeket az interneten hozzaférhetd
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(GenBank; www.ncbhi.nlm.nih.gov) human nukleotidszekvenciak alapjan allitottunk el6 (3.
tablazat). A primereket Primer Premier 5.0 szamitogépes program segitségével (Premier

Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) terveztiik.

3. tablazat: A specifikus DNS-szakaszok erdsitésére hasznalt primer parok nukleotidszekvenciai és a

reakciékoriilmények.
Gén Primer Nukleotid szekvencia (5°—3°) GenBank ID Anneldcios Amplimer
homérséklet mérete
(bp)
Vazizom differencidlodds
Miosztatin | sense ACTGGAATCCGATCTCTGAAACTT NM_010834 58.0°C 233
(665-688)
antisense | GACCTCTTGGGTGTGTCTGTCAC
(897-875)
MCIP1.4 sense AAGGAACCTCCAGCTTGGGCT NM_019466.3 60.0°C 160
(25-45)
antisense | CCCTGGTCTCACTTTCGCTG
(184-165)
Haztartdsi gén-Kontroll
GAPDH sense AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG NM_001289726.1 56.0°C 322
(99-121)
antisense AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT
(420-399)

Az egyenként 50 pl Ossztérfogati PCR-reakcio elegyek a kovetkezd OsszetevOket
tartalmaztdk: 1 pl cDNS, 2 pl forward és reverz primer (0,4 uM), 1 ul ANTP (200 uM), és 5
egység Promega GoTaq® DNS-polimeraz puffer. A kivant DNS-szakaszok specifikus
felerdsitéséhez programozhatd termosztatot hasznaltunk (Thermal Cycler C1000, Bio-Rad,
Budapest, Hungary) a kovetkezd beallitasokkal: 2 perc 95 °C-on a kezdeti denaturacidhoz,
amelyet ismétlédé ciklusok kovetnek: 94 °C 1 perc, majd primertdl fliggd (3. tablazat),
optimalis hdmérsékleten torténd annelacié (1 perc), a lanchosszabbitas (elongécid) 72 °C-on
tortént, 1,5 percig. Az utols6, 35. ciklus utdn tovabbi lanchosszabbitasi Iépés kovetkezett

72 °C-on, 10 percig. A PCR-mintakat végiil 1,5%-os agardzgélen vizsgaltuk.

A 10 cm atmérdjh Petri-csészében tenyésztett megfeleld porckultirakat eldszor szintén
jéghideg RN-4z mentes fiziologias NaCl-oldattal mostuk. Ezt kovetéen TRIzol (Applied
Biosystems, Foster City, CA) reagensben a sejtkulturakat osszegyujtottiik és 20%-0S RN-az
mentes kloroform (Sigma-Aldrich) hozzaadasat kdvetéen a mintakat 10000 g-n, 15 percig,
4 °C-on centrifugaltuk. A total RNS-t tartalmaz6 mintakat 500 pl izopropanollal inkubaltuk 1
oran keresztiil -20 °C-on, majd 0jra centrifugalas kovetkezett 10000 g mellett, 10 percig,
4 °C-on. A feliilusz6 ledntését kovetden a pellethez 1 ml 75%-o0s etanolt adtunk, majd pedig

az el6z6 centrifugalasi protokoll megismétlése kovetkezett. Végiil a cseppmentesre szaradt
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pelletet nukleaz-mentes vizben beoldottuk és felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Az igy nyert
RNS-mintabol High Capacity RT kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
felhasznalasaval cDNS-t készitettiink. A reverz transzkriptdz reakcidhoz hasznalt oldat
1000 ng RNS-t, 0,25 ul RN4z inhibitort, 2 ul random primert, 0,8 ul ANTP Mix-et (4 mM) és
1 ul MultiScribe RT-t tartalmazott 1x RT-pufferben 20 pl reakcidé végtérfogatban. Az RT
elegyet 2 oran keresztiil 37 °C-on tartottuk. A specifikus cDNS-szekvenciak amplifikacioja
olyan primerekkel tortént, amelyeket az interneten hozzaférhetd6 (GenBank;
www.ncbi.nlm.nih.gov) human nukleotidszekvenciak alapjan allitottunk el6 (4. tablazat). A
primereket itt is a Primer Premier 5.0 szamitogépes program segitségével terveztik. Az
amplifikacidohoz felhasznalt primer parok szekvenciait a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat: A specifikus DNS-szakaszok erdésitésére hasznalt primer parok nukleotidszekvenciai és a
reakciékoriilmények.

Gén Primer Nukleotid szekvencia (5°—3°) GenBank ID Annelaciés Amplimer
homérséklet mérete (bp)
P2Y Metabotrép purinerg receptorok
P2RY5 sense TAC CCATTT AAG TCA AAG AC BC070295 50.0°C 268
(358-377)
antisense TTA GCA CCATAC TAG AAC AAG
(625-605)
P2RY8 sense CAGCGTGTTGCCTTT CCA NM_178129 60.0°C 285
(219-236)
antisense TGC ACC GGG TAG GTG AGAT
(503-485)
P2RY9 sense GGG TTT ATC ATT CCT CTA NM_005296 49.0°C 260
(LPAR4) (634-651)
antisense CAC AAG GTG ATT GGG TA
(893-877)
P2RY10 sense TTG GTC GGG ATG ATT AC NM_198333 52.0°C 256
(583-599)
antisense CAACGG GAC AACTGCTA
(838-822)
P2RY12 sense AGT TCG GTC TAG TCT GGC NM_176876 54.0°C 249
(542-559)
antisense TTT GGC TCA GGG TGT AA
(790-774)
P2RY13 sense TTC CCAGCCCTCTACAC NM_176894 56.5°C 269
(139-155)
antisense AGC CCT AAC AGC ACG AT
(407-391)
P2RY14 sense TCTGCCGTGCTCTTCTA NM_001081455 56.0°C 211
(289-305)
antisense CCT CCC TAACACTCT GGT
(499-482)
Haztartasi gén-Kontroll
GAPDH sense CCAGAAGACTGT GGATGG CC NM_002046.4 54.0°C 411
(726-745)
antisense CTG TAGCCAAATTCGTT GTC
(1136-1117)

Az egyenként 25 ul Ossztérfogatat PCR-reakcid elegyek a kovetkezd Osszetevoket
tartalmaztak: 1 pl forward és reverz primer (10 uM), 0,5 pl cDNS, 0,5 ul ANTP Mix (200 uM)
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és 1 egység (0,2 ul) Promega GoTaq® 1x DNS-polimeraz puffer. A kivant DNS-szakaszok
specifikus felerdsitéséhez programozhatd termosztatot hasznaltunk (Labnet MultiGene 96-
well Gradient Thermal Cycler, Labnet International, Edison, NJ, USA) a kovetkezd
beallitasokkal: 2 perc 95 °C-on a kezdeti denaturdcidhoz, amelyet ismétlodé ciklusok
kovetnek: 94 °C 30 s, majd primertdl fliggd (4. tablazat), optimalis hdmérsékleten torténd
annelacio (45s), majd lanchosszabbitas (elongacid) 72 °C-on, 1,5 percig. Az utolsd, 35.
ciklus utan tovabbi lanchosszabbitasi 1épés kovetkezett 72 °C-on, 7 percig. A PCR-mintakat

végiil 1,2%-o0s agardzgélen vizsgaltuk.

Fehérjemintak készitése

A tenyészeteket jéghideg PBS-sel mostuk le, majd homogenizéicids pufferben
(6sszetevoi: 20 mM Tris-Cl, 5mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil) benzoszulfonil fluorid,
20 uM leupeptin, pH 7,4; Sigma Aldrich) gytjtottik 6ssze. A mintakat folyékony nitrogénes
gyorsfagyasztas utan a felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. A mintdk feltarasat jégen, 5-szor 10-
10 masodpercig torténd szonikalassal végeztiik (Branson Sonifier, Danbury, USA). A mintak

crer

Rockford, IL, USA) hataroztuk meg, melynek soran BSA-t hasznaltunk standardként.

Western-blot analizis

A fehérjekimutatashoz teljes sejtlizatumot hasznaltunk mindkét sejttipus esetében. A
vazizomtenyészetbl szarmazd mintdkat, szonikalast kdovetden 1/5 térfogata, Otszords
toménységii elektroforézis mintapuffer (310 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10% SDS, 50% glicerol,
100 mM DTT, 0,01% brémfenolkék) hozzaadasaval kezeltiik, és 5 percig 80 °C-on foztiik. Az
immunologiai detektalasdhoz 30 ug fehérjét szepardltunk 7,5% SDS-PAGE gélben. A
fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk (BioRad, Bécs, Ausztria). A membranokat
PBS-ben oldott sovany tejpor 5%-os oldataval blokkoltuk, majd egy éjszakan &t primer
antitestekkel (4 °C-on) inkubaltuk. Haromszor 10 perc PBST-s (0,1% Tween 20-szal
kiegészitett PBS) mosas utan a membranokat szekunder antitestekkel, torma peroxidazzal
(HRP) konjugalt IgG-vel (Bio-Rad) inkubaltuk, 1:1000 higitasban, 5%-0s tejporos PBS
oldatban higitva, 1 oran at (5. tablazat). A jeleket kemilumineszcencids reakcidval, az

intézetiinkben rendelkezésiinkre allé Gel Logic 1500 el6hivo rendszerrel detektaltuk.
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5. tablazat: A Western-blot analizis soran hasznalt elsédleges és masodlagos antitestek

vazizomtenyészetbdl szairmaz6 mintak esetében.

Kimutatando6 fehérje Elsédleges antitest Masodlagos antitest
MyoD monoklonalis anti-MyoD anti-egér IgG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
p-Akt monoklonalis anti-p-Akt anti-egér IgG

1:1000 1:1000

Cell Signaling Bio-Rad Hungary Kft.
SERCA1b monoklonalis anti-SERCA1b anti-nyul IgG

1:800 1:1000

Szegedi Tudomanyegyetem (Zador | Bio-Rad Hungary Kft.

Erno)
SERCA1 monoklonalis anti-SERCAL anti-egér IgG

1:1000 1:1000

Thermo Scientific Bio-Rad Hungary Kft
SERCA2a monoklonalis anti-SERCAZ2a anti-nyual IgG

1:20000 1:1000

University of Rotterdam Bio-Rad Hungary Kft.

(F. Wuytack)
Kalcineurin (PP2B) poliklonalis anti-Pan-Kalcineurin anti-nyal IgG

1:1000 1:1000

Cell Signaling Bio-Rad Hungary Kft.
Kalszekvesztrin poliklonalis anti-kalszekvesztrin anti-nyual IgG

1:1000 1:1000

Thermo Scientific Bio-Rad Hungary Kft.
STIM1 monoklonalis anti-STIM1 anti-egér IgG

1:500 1:1000

BD Laboratories Bio-Rad Hungary Kft
Aktin poliklonalis anti-aktin anti-nyual IgG

1:500 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.

A porcsejtekbdl szarmazd mintak esetében a teljes sejtlizatumot 2000 g mellett, 10
percig centrifugaltuk szobahémérsékleten, majd a sejtpelletet 100 ul RIPA pufferrel (Radio
Immuno Precipitation Assay) szuszpendaltuk (150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% sodium
deoxycholate, 50 mM Tris, 0,1% sodium dodecyl sulphate (SDS; pH 8,0), proteaz inhibitorok:
aprotinin (10 pg mL™), 5 mM benzamidine, leupeptin (10 pg mL™), trypsin inhibitor (10 pg
mL™), valamint 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 8
mM Na-fluoride, 1 mM Na-orthovanadate). A szonikalast kovetéen a mintakat szintén 1/5
térfogatu, 6tszords toménységli elektroforézis mintapuffer hozzaadasaval kezeltiik, és 5 percig
95 °C-on foztiik. Az immunologiai detektalasahoz 50 ug fehérjét szeparaltunk 7,5% SDS-
PAGE gélben (6. tablazat). A tovabbiakban ugyanugy jartunk el, mint a vdzizomtenyészetbdl

szarmazo mintak esetében.

35




6. tablazat: A Western-blot analizis soran hasznalt elsédleges és masodlagos antitestek porctenyészetbol

szarmazo minta esetében.

Kimutatand6 fehérje

Elsédleges antitest

Masodlagos antitest

STIM1 monoklonalis anti-STIM1 anti-egér IgG

1:500 1:1000

BD Laboratories Bio-Rad Hungary Kft.
Orail poliklonalis anti-Orail anti-nyal IgG

1:100 1:1000

Sigma-Aldrich Bio-Rad Hungary Kft.
IPsRI poliklonalis anti-IP3RI anti-nyul IgG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
IP3RII poliklonalis anti-IP3RII anti-kecske 19G

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
IPsRIII monoklonalis anti-IP;RI1I anti-egér IgG

1:2000 1:1000

BD Laboratories Bio-Rad Hungary Kft.
P2X; poliklonalis anti-P2X; anti-nyal IgG

1:100 1:1000

Alomone Labs Bio-Rad Hungary Kft.
P2X, poliklonalis anti-P2X, anti-nyul IgG

1:100 1:1000

Alomone Labs Bio-Rad Hungary Kft.
P2Xs poliklonalis anti-P2Xs anti-nyal IgG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
P2Xs poliklonalis anti-P2Xg anti-kecske 1gG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
P2X; poliklonalis anti-P2X; anti-nyul IgG

1:100 1:1000

Alomone Labs Bio-Rad Hungary Kft.
P2Y, poliklonalis anti-P2Y anti-nyul IgG

1:100 1:1000

Sigma-Aldrich Bio-Rad Hungary Kft.
P2Y, poliklonalis P2Y, anti-nyal IgG

1:200 1:1000

Alomone Labs Bio-Rad Hungary Kft.
P2Y, poliklonalis P2Y, anti-kecske 1gG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
P2Y, poliklonalis P2Y¢ anti-kecske 1gG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.
Aktin poliklonalis anti-aktin anti-nyul IgG

1:200 1:1000

Santa Cruz Bio-Rad Hungary Kft.

Egyedi sejteken torténé fluoreszcens intracellularis [Ca®*]-mérés

A CPC sejttenyészetek, valamint a vazizomtenyészetek (C1 klon, C5 klon, Scr és
kontroll sejtek) sejtjeinek intracellularis [Ca®*]-véltozasait Fura-2-AM fluoreszcens Ca?*-kotd
festék segitségével mértilk. A mérés alapelve, hogy a Ca®**-t kotott festek abszorpcids
maximuma (380 nm) eltér a Ca”*-t nem kotott festékétdl (340 nm), igy a két hulldmhosszon
torténd gerjesztést kovetden emittalt fluoreszcens fény intenzitdsdnak hanyadosabol

meghatarozhaté az intracellularis [Ca®*]. A méréshez a CPC sejttenyészeteket €és a
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vazizomtenyészeteket azonos modon készitettiik eld. A sejteket 30 mme-es liveg fed6lemezen
tenyésztettik. A feltoltéshez Fura 2-AM festék 10 pM-os torzsoldatabol 10 ul
végkoncentraciot alkalmaztunk, a festék acetoximetilészter formaja biztositja a
sejtmembranon keresztiili festékfelvételt. A 2 ml inkubacids tapoldatot — mely megegyezik a
sejtek tenyésztd tapoldataval — tovabbi 4 pl, 150 nM-os neostigminnel egészitettiik ki, az
esetlegesen jelenlevd extracellularis acetilkolin-észteraz gatlasa céljabol. A feltoltést 37 °C-
on, termosztatban, 90 percen at végeztiik. A feltoltott sejteket egy invertald fluoreszcens
mikroszkop allvanyara helyeztiik, majd 40 X-es olajimmerzids objektiv segitségével végeztiik
a tovabbi vizsgalatokat. A sejtekbe juttatott festék 340 és 380 nm hullamhosszisagok kozott
valtakozd gerjesztését a Photon Technology International (PTI) Delta Scan™ kettds
monokromatoros berendezése biztositotta (7. abra). Fényforrasként a rendszer xenonlampaja
szolgalt, melynek fényét egy forgotiikros sugarosztd két nyalabra osztja. A keletkezd sugarak
kiilon-kiilon monokromatoron haladtak at, melyek eredménye a méréseinkhez sziikséges 340
¢s 380 nm hullamhossziisagu fénynyalab. A monokromatorokbol optikai szalak vezetik a
fényt egy csatold egységen, valamint egy dikroikus tiikron keresztiil a mikroszkop
targyasztaldn elhelyezett sejtekre. A Fura-2 4altal kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en,
interferenciasziré kozbeiktatasaval, egy fotoelektron-sokszoroz6 (PMT) segitségével
detektaltuk. A jeleket 10 Hz gyakorisdggal regisztraltuk. A hattérfluoreszcenciat a
targylemezek sejtmentes helyein meértiik, ezt a program automatikusan levonta a mért

fluoreszcenciaértékekbdl. A méréseket szobahdmérsékleten végeztiik.
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7. abra: A PTI mérérendszer felépitése. A sejtekben 16v6 Ca®'-érzékeny festéket 340 és 380 nm
hullamhosszon gerjesztjilk, majd az emissziét 510 nm-en detektélva, a hanyadosukbél az intracellularis Ca?*-

koncentracio kiszamithato.

A két hullamhosszon torténd gerjesztés soran mért fluoreszcenciaértékek
hanyadosabol (R=Fs40/Fsg0) az alabbi egyenlet alapjan kiszamithato az intracellularis [Ca?*]:

[Ca* Ti=KoB-(R-Rmin)/(Rmax-R), (L)

ahol Kp a festék disszociacios allanddja, Rmax az a fluoreszcencia hanyados, ahol a
festék Ca**-mal telitett, Ryin az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egyaltalan nem kot
Ca®*-ot, R a mért fluoreszcenciaértékek hanyadosa, B a rendszerre jellemzd allando.

A kisérleti kortilmények (oldatok) az 1-4 napos CPC sejttenyészetek, valamint a
vazizomtenyészetek esetén kiilonbozdek voltak.

Vazizomtenyészetek esetén az intracellularis [Ca?*]-t valamint a sejtek valaszaiként
megjelend Ca®*-tranzienseket normal Tyrode-oldatban (137 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM
MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES, 1 g/L gliikéz, pH 7.4) és Ca®*-mentes Tyrode-
oldatban vizsgaltuk. Utobbi esetben a CaCl, elhagyasa mellett az oldat 5 mM EGTA-t

crer

alkalmaztunk, melyet normal Tyrode-oldatbol készitettlink azonos mennyiségli NaCl
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clhagyasaval. Az oldatok adagolasahoz lokalis perfuziés rendszert hasznaltunk (Valve
Bank™ § version 2.0, AutoMate Scientific, USA), a vizsgalt anyagok oldatat egy vékony
lokal-perfuzios ti (belsé atmérd: 250 um, aramlasi sebesség: 1,5 ulL/s, Perfusion Pencil™,
AutoMate Scientific) segitségével juttattuk a mérni kivant sejtek kozvetlen kozelébe. A
mérési eredményeket egy a Debreceni Egyetem Elettani Intézetében kifejlesztett program
segitségével értékeltiik ki.

CPC sejttenyészetek esetében a méréseket normal Tyrode- vagy Ca’*-mentes Tyrode-
oldatban végeztiikk. Az aspecifikus IP3R inhibitort, a 2-aminoethoxidifenil boratot (2-APB)
Ca’*-mentes Tyrode-oldatban 75 uM végkoncentracidban (térzsoldat: 1M, DMSO-ban); a
nem specifikus TRPC antagonistat, a YM-58483-t 1 uM végkoncentracidban (torzsoldat:
1 mM, DMSO-ban); az aspecifikus Ca**-csatorna blokkol6 LaCl; —t pedig 500 uM
végkoncentracioban (torzsoldat: 300 mM, DMSO-ban) normal Tyrode-oldatban oldottuk be.
A normal Tyrode-bol készitett koffein-oldatot (30 mM) a RyR stimulalasara, valamint a P1
adenozin receptor antagonizaldsara hasznaltuk. A szarkoplazmatikus/endoplazmatikus
retikulum Ca?*-ATP-4z (SERCA) inhibitora a ciklopiazon sav (CPA; 10 uM) Ca®*-mentes
Tyrode-oldatban keriilt alkalmazasra (torzs: 10 uM, DMSO-ban). Az altalanosan hasznalt
P2X és P2Y purinerg receptor agonista ATP-t (180 uM) normal és Ca®*-mentes Tyrode-
oldatban is beoldottuk, hasonléoan a P2Y purinerg receptor agonistahoz (ADP, UTP, UDP;
mindegyik 100 uM végkoncentraciéjil). A Ca’*-mentes ATP, ADP, UDP és UTP
alkalmazasat megel6zden a sejtekre 150 masodpercig adagoltunk Ca®*-mentes Tyrode-
oldatot. Az aspecifikus, P2X és P2Y purinerg receptorok inhibitoraként ismert suramin-
oldatot normal Tyrode-oldatbol készitettiik 10 uM végkoncentracioban. A Ca®*-mentes ATP
adagolast megelézden a sejteket 150 masodpercig Ca?*-mentes Tyrode-oldatban tartottuk. A
P1 receptor agonistajaként ismert adenozint 100 uM végkoncentracioban, normal Tyrode-

oldatban hasznaltuk.

Az [Ca?']; és a Ca**-pumpa aktivitasanak analizalasa

Az [Ca?*]i szamitasat a fluoreszcencia intenzitds hanyadosabol (R=Faso/Fago), az (1.)
egyenlet segitségével in vivo kalibraltuk. A kalibracié soran kapott értékek a kovetkezOk
voltak: Rpin=0.2045, Rmya=8.315, Kdxp=1183 nM. A Ca**-pumpa aktivitasat és a Ca®'-
fluxust, az intracellularis kot6helyek Ca2+-k6tését, valamint az intracellularis térbol torténd
Ca’*-eltavolitast munkacsoportunk kordbban publikalt kézleményei alapjan hataroztuk meg
[47,92]. A Ca?*-k6t6dés mértékének meghatarozasanal figyelembe vettik a SERCA-pumpa, a

troponin C, a parvalbumin és a festék altal megkotott Ca®*-t, valamint annak eltavolitasat is. A
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Ca2+-pumpa maximalis transzportkapacitasa (PVma) a Ca®*-tranziensek leszallo szarara
illesztett gorbébdl hatarozhaté meg, az intézetiink altal kifejlesztett, a legkisebb négyzetek
modszerét alapul vevé szamitdgépes program segitségével. A modell tobbi paraméterét

allandoként kezeltiik az irodalombol vett adatokat felhasznalva [93].

A sejtproliferacio és differenciacio vizsgalata

A C2C12 sejteket 3 cm atmérdjii miianyag Petri-csészékben tenyésztettiik, ¢és a
tenyésztés 1. napjatol az 5. napig felvételeket készitettiink, a fazis kontraszt mikroszképhoz
csatlakoztatott fényképezOgép segitségével (Canon EOS-300D, Japan). A nem transzfektalt
sejtek mellett a SERCALb shRNS-el transzfektalt sejteket (C1, C5, Scr) is nyomon kovettiik,
kontroll és ciklosporinnal (CSA) kezelt kortilmények kozott egyarant. A 200 nM-os CSA
oldattal minden 2. nap kezeltiik a sejteket. A tenyésztés minden egyes napjan képeket
készitettiink a tenyésztéedények (kezelt és kontroll) 5-5 véletlenszeriien kivalasztott
latoterérol. A DAPI-val megfestett sejtmagokat manualisan korberajzoltuk, majd kvantitativ
analizisnek vetettiik ald Oket. A sejtproliferaciot a sejtmagok szamabol hataroztuk meg gy,
hogy minden sejttipus sejtmagszamat (C1, C5, Scr, kontroll) a sajat 24 oras sejtmagszamara
normalizaltuk. A differencialt miotubulusok kvantitativ paramétereit 20-20 random latotérbol,
3 fiiggetlen kisérlet eredményeibdl allapitottuk meg (40xolajimmerzids objektiv, LSM 510
META, Zeiss). A miotubulusok atméréjét Image Browser (Zeiss, Oberkochen, Németorszag)

segitségével értékeltiik ki.

Kalcineurin-enzimaktivitas mérése

Az in vitro Kkalcineurin-enzimaktivitas (CaN) méréséhez 10 cm atmérdjii mlianyag
Petri-csészében tenyésztettik a sejteket, majd fiziologias sodoldatos mosast kovetden
Osszegylijtottiik a mintat. Centrifugalast kovetden a sejtpelletet, 100 ul RIPA -pufferben (150
mM NaCl, 1% NP40, 0,5% natrium-deoxikolat, 50 mM Tris, pH 8,0) homogenizaltuk, amely
tartalmazott még proteaz-inhibitorokat is (aprotinin (10 ug/mL), benzamidin (5 mM),
leupeptin (10 pg/mL), tripszin inhibitor (10 pg/mL), PMSF (1 mM), EDTA (5 mM), EGTA
(1 mM), Na-fluorid (8 mM), Na-ortovanadat (1 mM)). A szonikalasat kvetden (Cole-Parmer,
[llinois, USA) a mintakat centrifugaltuk (10000 g, 10 perc, 4°C), s a feliiluszo fehérje
kalcineurin aktivitas detektalasahoz RII foszfopeptid szubsztratot adtunk a mintdkhoz, és
meghataroztuk a felszabadul6 PO4> mennyiségét malachite green kolorimetrids assay

segitségével (Abcam, Cambridge, UK). Az assay utmutatdjat kovetve minden mérési
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csoportban 6 db tenyészetet hasznaltunk fel, 2 fliggetlen kisérleti sorozatban. A detektalast
650 nm-en végeztiik Multifunctional plate reader (Chameleon Hidex, Turku Finland)

segitségével.

Statisztikai analizis

Minden értéket az atlag + az atlagok standard hibaja (SE) formaban adtunk meg. A
statisztikai szignifikanciat Student-féle t-probaval szamoltuk, p<0,05 értékeket tekintve
szignifikansnak. Az eredményeink legaldbb 2 fiiggetlen kisérlet eredményeit tiikrozik (az

esetek dontd tobbségében 3 fiiggetlen kisérlet).
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Eredmények

Eredmények |.-Porcszovet

Az |P3z-receptoron Kkeresztiill, a belsé raktarbol felszabadulo Ca®* spontan Ca’®*-

tranzienseket okoz CPC sejteken

Munkacsoportunk korabban Kimutatta, hogy primer porcsejtek differencialédasakor (a
tenyésztés 3. napjan) jelentésen megemelkedik az intracellularis [Ca®*]. A citoplazmatikus [Ca?']
a differencialédas kezdetén mérheté viszonylag alacsony (80 nM) szintrél a differencialodas
napjara szignifikansan magasabb (140 nM) értéket ér el, majd ezt kovetden Gjra alacsonyabb (kb.
100 nM) értéken stabilizalodik. Ez a valtozas szoros Osszefiiggést mutat a differencialodassal,
annak egyik el6feltétele. Munkacsoportunknak sikertilt azt is igazolnia, hogy a differencialodas
napjan mérhetd megemelkedett Ca?*-szinthez szlikséges ionok elsOsorban az extracellularis
térbol szarmaznak [15].

Kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestiikk a valaszt, hogy a CPC sejttenyészetek
sejtjein megjelennek-e olyan funkcionalis receptorfehérjék, melyek a spontan kialakulo Ca®'-
oszcillaciok hatterében allhatnak. A Fura-2-AM festékkel feltoltott porcsejtek intracelluléris
[Ca®"]-jat 1000 s-on keresztiil detektaltuk. Tapasztalataink szerint a sejtek tobbsége (28 sejtbél
20 sejt, 71%) eltérd frekvenciaval és amplitadoval spontan Ca®*-tranzienseket produkalt normal
Tyrode-oldatban (8. abra A, C, D). A tranziensek atlagos frekvenciaja 1,3 x 102 + 1,3 x 10 Hz
volt, az idéegység alatt felszabadulo [Ca®"] mennyiségének atlagértéke 23,6 + 5,4 uM s, a Ca®*-
tranziensek atlagos amplitado értéke 117 + 12 nM, a felszalld szar meredeksége pedig 2,2 + 0,5
nM s volt. Minden esetben 20 sejt atlagat vettiik figyelembe. Annak eldontésére, hogy a
citoszol megemelkedett Ca?*-szintjéért a belsd raktar felelds vagy pedig a plazmamembran Ca?*-
csatornakon keresztill érkezé Ca?*, tovabbi kisérletekre volt sziikség. ElGszor Ca?*-mentes
Tyrode-oldatban vizsgaltuk a sejtek [Ca®"]; valtozasait. Azt tapasztaltuk, hogy a porcsejteken
még ilyen koriilmények kozott is megfigyelhetdk spontan Ca®*-tranziensek (10 sejtbél 9 sejt),
habér az amplitudé és a frekvencia is csokkent az extracellularis Ca?*-ot tartalmazé oldatban
mértekhez képest (8. abra B, D). Ez utobbi esetben a tranziensek atlagos frekvenciaja 1,4 X 107 +
1,5 x 10 Hz, az atlagos amplitadé mértéke 78,5 £ 9,8 nM, az egységnyi idd alatt felszabaduld
[Ca®*] mennyiségének atlagértéke 14,7 + 2,8 uM s, a felszalld szar meredeksége pedig 1,7 + 0,4
nM -s™* —nak adédott. A normal Tyrode-oldatban ¢és a Ca®*-mentes Tyrode-oldatban mért sejtek
Ca’*-tranzienseinek amplitado értékei kozott szignifikans eltérést tapasztaltunk, de sem a

felszabadulé [Ca®*]-ban, sem pedig a felszallo szar meredekségében nem talaltunk szignifikans
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kiilonbséget a kontroll sejtek értékeihez képest (8. abra C, D). Az eredményeink arra utalnak,
hogy a plazmamembran ioncsatornain keresztiil megvalosulo Ca**-influx bar hozzajarul az
[Ca®*]i novekedéséhez, de nagyrészt a belsd raktarbol felszabaduld Ca**-nak koszonhetd a

spontan oszcillacio. Ezen allitas bizonyitasara ujabb kisérleteket hajtottunk végre.

A B
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8. abra: Spontan Ca®-tranziensek a CPC sejtekben és az osszesitett eredmények. (A) Normal koriillmények
kozott mért Ca®*-oszcillacio agonista alkalmazésa nélkiil (1,8 mM Ca®*-tartalmi Tyrode-oldat, szobahdmérséklet).
(B) Ca’*-mentes Tyrode-oldatban detektalt Ca**-oszcillacio agonista alkalmazasa nélkiil. (C) Oszcillald sejtek
arénya (%) és a Ca®*-tranziensek integral értékei. A zarojelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.
(D) A tranziensek amplitudoinak és a felszallo szar meredekségének atlagértékei (d[Ca?']y/dt). A zarojelekben
feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik. A csillag (*) szignifikans (p<0,05) valtozast mutat a normal Ca?*-

tartalmu és a Ca®*-mentes Tyrode-oldatban detektalt tranziensek amplitado értékei kozott.
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Eloszor azt vizsgaltuk, hogy a belsé raktarbol felszabadulo Ca**

milyen mértéki és
milyen Utvonalakat aktival. A kalcium visszavételezéséért felelés SERCA pumpa gatlasara CPA-
oldatot alkalmaztunk (10 pM), mig a raktar altal vezérelt Ca®*-belépés (SOCE) gatlasara LaCls-t
(500 uM) és YM-58483-t (1 uM) tartalmazo koktélt adagoltunk a sejtekre. Miutdn a sejtek
nyugalmi Ca®*-koncentracidja stabil értékre beallt, a perfizios rendszer segitségével a
mérékadban az oldatot Ca**-mentes Tyrode-oldatra cseréltiik, majd CPA-t tartalmazé oldat (10
uM) adagolasaval kiiiritettiik a raktarat (9. abra A). Az ekkor tapasztalt belsé Ca?*-raktarbol
torténd Ca®'-felszabadulas valosziniileg az IPz-receptoron keresztiil valosul meg. Mivel a
SERCA gatolva volt, ezért a regisztratumon megjelend tranziensért mas csatornak is felelssé
tehetSk, példaul a plazmamembran Ca**-ATP-dzok (PMCA) vagy a Na**-Ca’* exchanger-ek
(NCX), amelyek egyes izoformait sikeriilt kimutatnunk mRNS-szinten. A regisztralt adatokbol
szamolt felszabadult Ca2+-mennyisége 22,2424 uM -s—nak adodott (n=25), ami jo egyezést
mutat az irodalomban talalhaté mas sejttipusok esetében mért értékekkel [94]. Amikor az oldatot
lecseréltiik 1,8 mM Ca**-tartalmu Tyrode-oldatra, akkor nagy amplitadoju (131,0+16,4 nM vs.
69,2+10,6 nM) Ca*'-tranzienst detektaltunk, ami a raktar altal vezérelt Ca**-belépés (SOCE)
eredménye. A kisérletet nem specifikus SOCE gatloszerek, a YM-58483 (1 uM) és LaClsz (500
uM) egylittes jelenlétében megismételve, szignifikdnsan kisebb amplitiddjii tranzienseket
regisztraltunk (n=13 ¢és n=8, p=0,005). Bar a felszallo szar meredekségében nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két eset kozott (2,0 + 0,5 nM -s'l, normdl Tyrode-oldatban regisztralt
vs. 0,9 £ 0,2 nM -s'l, SOCE-gatlok jelenlétében regisztralt; n=13 és n=8, p=0,16; 9. abra B, C),
de az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a belsd Ca®*-raktarnak kitiintetett szerepe van a

, 2+ 1L 7 L ; r
spontan Ca“" -oszcillacié kialakulasaban.
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9. abra: A belsé Ca**-raktarak funkcionalis vizsgalata kondroprogenitor sejtekben. (A) A raktar 4ltal vezérelt
Ca’*-belépés vizsgalata Fura-2-AM-el feltoltott sejteken PTI mérérendszer segitségével. A sejtek belsé Ca®'-raktarat
elészor kiiiritettik Ca?*-mentes Tyrode-oldatban alkalmazott 10 uM CPA-val (500-600 s), amelyet a megemelkedett
[Ca?; jelez. Normal Ca?*-tartalmu oldatra valo visszatérés soran, viszonylag nagy Ca®*-tranziens alakult ki, amely a
SOCE mechanizmusat szemlélteti. A kettés kereszt (#) a mérés elején bekovetkezd spontan Ca?*-oszcillaciot jelzi.
(B) A raktar altal vezérelt Ca®*-belépés vizsgalata Fura-2-AM-el feltoltott sejteken PTI mérérendszer segitségével.
A SOCE-t 500 uM LaCl; és 1 uM YM-58483 egyiittes adasaval gatoltuk. A kettds kereszt (#) a mérés elején
bekdvetkezd spontin Ca**-oszcillaciot jelzi. (C) Osszesitett eredmények kontroll és kezelt sejtek esetében (LaCls +
YM-58483) az amplitado és a felszallo szar meredekségének vonatkozasaban. A zardjelekben feltiintetett szamok a
vizsgalt sejtek szamat jelzik. A csillag (*) a kontroll és kezelt sejtek kozotti szignifikans (p<0,05) kiilonbséget

mutatja.

A tovabbiakban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az ER-bol milyen receptoron
keresztiil valosul meg a Ca**-felszabadulas. Ennek kideritésére célul tiiztik ki az IPs-receptor
szerepének megvizsgalasat. A vizsgalat els6 1épéseként egy aspecifikus IPs-receptor blokkold
szert, az APB-t (75 uM) alkalmaztunk Ca**-mentes Tyrode-oldatban. Ebben az oldatban nem

tapasztaltunk spontan Ca’*-oszcillaciot, igy a hipotézisiink, miszerint a Ca**-felszabadulas IPs-
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receptoron keresztiil torténik, helytallonak bizonyult. Ezzel ellentétben, 30 mM koffein
adagolasa nem befolyasolta sem a spontan kialakulé tranzienseket, sem pedig a nyugalmi Ca®'-
szintet. Ezen megfigyelések arra engedtek kovetkeztetni, hogy porcsejteken a RyR-nak nincs

szabalyozé szerepe a spontan oszcillaciok kialakulasaban.

A belsé Ca**-raktar fehérjéinek expresszios vizsgalata

Az ER membranban elhelyezkedd IP3-receptornak meghatarozo szerepe van a spontan
1étrejott Ca®*-tranziensek kialakulasaban. Tovéabbi kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy a belsé Ca”*-raktar teriiletén milyen fehérjék lokalizalédnak porcsejtekben.
Specifikus PCR primer parokat terveztink, hogy azonositani tudjuk a Ca**-
felszabadulasban/visszavételben résztvevd fehérjék mMRNS-transzkriptumait. Kisérleteink
soran azt az eredményt kaptuk, hogy mindharom IPs-receptor izoforma (IPsR-1, 2, 3)
megtalalhato porcsejtekben. A RyR izoformak koziil egyet sem tudtunk detektalni. A SOCE-
ban szerepet jatszo STIM izoformakat (STIM1, STIM2), ill. a plazmamembranban talalhato
CRAC csatorna 3 izoformajat (Orail, Orai2, Orai3) szintén sikeriilt mRNS-szinten
azonositanunk. A kovetkez6 1épésben megprobaltuk kimutatni ezen csatornakat fehérje-
szinten is, Western-blot technika segitségével. Ehhez a kimutatashoz az adott fehérjére nézve
specifikus antitestet hasznaltunk, és sikeriilt fehérje-szinten is kimutatnunk az IPs-receptor
izoformakat, ugyanakkor a SOCE-ban résztvevé fehérjék koziil csak a STIMI1 és Orail
fehérjék jelenlétére talaltunk bizonyitékot (10. abra).

STIM1 — IP;R1
90 kDa 240 kDa

Orailr [0 | IP,R2 ‘4
30 kDa 240 kDa

AKLIN | — IP;R3

45 kDa 300 kDa l ~

10. abra: A SOCE mechanizmusaban résztvevo fehérjék (STIM1, Orail) és a Ca”"-felszabadulasban szerepet

jatszé csatornak (IP3R1, I1P3R2, IP3R3) izotipusainak fehérje expressziés vizsgalata. Kontrollként aktint

hasznaltunk. A reprezentativ abrak 3 fiiggetlen kisérlet eredményei.

A Ca**-tranziensek kialakitdsaban szerepet jatszo szignalizacios atvonal felderitése

Kovetkez6 kisérleteinkben az IPs-receptoron keresztiil felszabadulo Ca?*-tranziensek

1étrejottéhez sziikséges extracellularis szignalok felderitését tiiztiik ki célul. Irodalmi adatok
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arra utalnak, hogy humén mezenhimalis 8ssejtekben (MSC-k) a Ca®'-tranziensek
kialakitasaért az autokrin/parakrin szignalizacios hurok felelds [50], valamint hogy csirke
kondroprogenitor sejtekben az ionotrdp purinreceptor, a P2X, bizonyitottan fontos szerepet
jatszik a differencialodasban [17]. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a purinerg szignalizacios
folyamatok szerepet jatszhatnak migratorikus progenitor sejtek kalciumhomeosztazisaban is.
érdekében  elészor  MRNS-szinten Ca’*-

Hipotézisiink  bizonyitasa vizsgaltuk a

homeosztazisban résztvevé purinerg receptorok kifejez6dését. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy az Al adenozin-receptor altipusai az As kivételével expresszalodnak (Ag,
Aoa, Azg), a P2X ionotrép purinerg receptorok koziil a P2Xj, P2X4, P2Xs, P2Xg, P2X;
kimutathato, illetve a Gg-fehérjéhez kapcsolt P2Y metabotrdp purinerg receptor altipusok is
detektalhatoak RT-PCR segitségével a CPC-kben (4. tablazat, 11. abra A). Kovetkez6
l1épésként ezen transzkriptumok fehérje-szintii kifejez6dését is megvizsgaltuk (11. abra B). A
P2Y receptorok koziil csak a Gg-fehérjéhez kapcsolt receptor altipusokat vizsgaltuk, igy a
P2Y-t, P2Y,-t, P2Y4t, P2Ys-t és P2Y1;-t. Amig a P2X receptor 5 izoformajat sikertilt
kimutatnunk, addig a P2Y receptor koziil csak a P2Y; és P2Y4, valamint a P2Y, csak nagyon

gyengén volt detektalhato.

A B
P2Y, P2Y,, P2Y, P2X,
268 bp - 249 bp B 110 kDa 66 kDa
P2Y, P2X, N
P2Y, P2Y,; - 42 kDa | s0kDa
285 b 269 b
e
80kDa | 50 kDa
P2Y, P2Y,, ‘ 1
200 e (SR o T 5. el
a a -
P2Y,, GAPDH Aktin E P2X,
256bp | T | . 45 kDa 80 kDa Y

11. abra: Purinerg receptorok vizsgalata RT-PCR és Western-blot technika segitségével. (A) A P2Y
receptorok altipusainak mRNS-szintli expresszids profilja. A reprezentativ abrak 3 fiiggetlen kisérlet
eredményei. Kontrollként GAPDH-t hasznaltunk. (B) A purinerg receptorok altipusainak kimutatisa Western-
blottal. A vizsgalatokhoz teljes sejtlizaitumot hasznaltunk (minden minta esetében 30 pug fehérjét). Kontrollként
aktint alkalmaztunk. Az eredmények 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak.

A fent emlitett receptorok funkcidjanak megallapitasara egyedi sejten torténd Ca®'-
mérést végeztlink, P1 és P2 receptor agonistak adagolasa révén. Az altalanosan elfogadott P2

receptor agonista ATP-t 180 uM-os koncentracioban alkalmazva a sejteken, gyors és nagy
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amplitudoju (338 £29 nM, n=44 sejt a 48-bol, 91%) Ca®*-tranzienst sikeriilt detektalnunk
normal Tyrode-oldatban, melyet ujabb ATP adagolasa mellett ismételten tudtunk detektalni
(4. tablazat, 12. abra A). A tranziensek atlagos id6tartamat az id6beli félértékszélességgel
(FTHM, full time at half maximum) jellemeztiik, ami 16,1 +2,6 s-nak adddott. Ahhoz, hogy
bizonyitani tudjuk a P2X és P2Y receptorok funkcionalis szerepét, nem-specifikus P2
receptor antagonistat, suramint (10 uM) alkalmaztunk. Suramin adagolisira a Ca”'-
tranziensek jellemzd paraméterei nem valtoztak a csak ATP adagolasa mellett rogzitett
adatsorhoz képest, sem normal, sem pedig Ca®*-mentes Tyrode-oldatban regisztralt
adatsorokban (12. 4bra B, D, E), ami arra utal, hogy a Ca®*-oszcillaciok kialakulasaért a f6bb
suramin-inszenzitiv P2 purinerg receptorok (P2X,, P2Xg és/vagy P2Y,) a felelések. A
kisérletet Ca**-mentes koriilmények kozott megismételve a repetitiv tranziensek ugyanugy
detektalhatoak voltak, de a kontrollhoz képest szignifikdnsan kisebb amplitadoval (205 +25
nM, n=35; 12. abra D). Ugyancsak szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a felszallo szar
meredekségében is, a kontroll és Ca**-mentes kériilmények kozott regisztralt adatsorban (72,9
+12,6 nM st vs. 354 + 8,8 nM s™, p<0,05; 12. 4bra E). Ugyanakkor nem talaltunk jelentds
kiilonbséget a tranziensek idGtartama kozott a két mérési adatsorban (20,6 £3,1 s; p=0,29). A
fent emlitett eredmények azt sugalljak, hogy mind az ionotrép P2X, mind pedig a metabotrop
P2Y purinerg receptorok és/vagy a SOCE hozzajarulnak a spontan Ca**-oszcillacié
kialakulasahoz. Azonban, amikor az IPs-receptor inhibitorat, a 2-APB-t az ATP-vel egyiitt
adagoltuk a sejtekre, tranzienst csak néhany esetben sikeriilt detektalnunk (n=2 a 19 sejtbdl,
10%; 12. abra C), ezért gy gondoljuk, hogy a tranziensek létrejotte leginkabb a metabotrop
P2Y receptor aktivitasabol adodik, vagy a 2-APB aspecifikusan gatolja a Ca®*-belépést.
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12. abra: A P2 purinerg receptorok funkcionalis karakterizalasa. (A) ATP adagolasara bekovetkezé Ca?'-
tranziensek reprezentativ abraja. (B) A P2 receptor nem-specifikus antagonistajanak, a suraminnak (10 uM)
hatasa az ATP-vel kivéltott Ca**-tranziensekre Ca”*-mentes Tyrode-oldatban. (C) Normal Tyrode-oldatban mért
Ca’*-tranziens ATP ¢és az aspecifikus IP3R blokkold 2-APB jelenlétében. (D) Az ATP hatasara kialakult Ca*-
tranziensek amplitadoinak értéke normal és Ca®*-mentes Tyrode-oldatban. Kontrollnak a suramin adagolasa
elétti Ca”*-tranzienst tekintettik. (E) Az ATP-vel kivaltott Ca**-tranziensek felszallo szardnak meredeksége
normal és Ca**-mentes Tyrode-oldatban. Kontrollként a suramin adagolasa el6tti Ca®*-tranzienseket hasznaltuk.
A zérojelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik. A csillag (*) a normal és Ca?*-mentes Tyrode-

oldatban regisztralt tranziensek kozotti szignifikans (p<0,05) kiilonbséget mutatja.
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A kondroprogenitor sejtek Ca**-homeosztazisaban kulcsszerepet jatszo6 P2Y
receptorok szerepének tovabbi, precizebb felderitésére a kovetkezd kisérleteket végeztiik el.
Kiilonbz8 P2Y receptor agonistikat alkalmaztunk a Ca®*-mérések soran (7. tablazat). Az
UTP (P2Y, és P2Y, agonista, 100 uM; 13. abra A) és az ADP (P2Y1, P2Y1, és P2Y 13
agonista, 100 uM; 13. abra B) adagolasa nagy Ca®'-tranzienseket valtott ki (325 +21 nM és
284 £25 nM) a detektalt sejtek tobbségében (n=13 a 15 sejtbdl és n=18 a 20 sejtbdl; 13. dbra
E), mig az UDP (P2Y§ agonista, 100 pM) alkalmazéasa mellett semmilyen [Ca?']; valtozast
nem tudtunk detektalni (n=0 a 11 sejtbdl; 13. abra C). A P1 adenozin receptorok funkcionalis
szerepét adenozin (100 pM) adagolasaval vizsgaltuk meg. Eredményeink szerint a legtobb
sejtben 1étrejott Ca* -tranziens (n=16 a 18 sejtb8l; 13. abra D), melyek amplitadojanak atlagos
értéke 259 +£27 nM volt. A P1 receptor blokkold koffein (30 mM) adenozinnal tdrténd
egyidejii alkalmazasa mellett azonban az intracellularis kalciumkoncentraciora kifejtett hatas
elmaradt (10 sejtbdl egy sem valaszolt). Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a P1 receptornak, valamint a P2Y receptoroknak Kkitiintetett szerepiik van a Ca®'-
tranziensek 1étrejottében. A mérésekbdl sziiletett fontosabb adatokat a 7. tablazat foglalja

0ssze.

7. tablazat: Nyugalmi ([Ca®*]; nin) é maximalis ([Ca®*]; na) Ca’*-koncentracié érték, amplitadé és idébeli
félértékszélesség értékek (FTHM) agonista stimulacié hatasara (ATP, ADP, UDP, UTP, Adenozin). A p

érték az ATP adagolasa kovetkeztében kialakult, normal és Ca?*-mentes Tyrode-oldatban regisztralt tranziensek

kozti kiillonbséget mutatja. Az adatok az atlagokat + az atlagok standard hibajat (SEM) mutatjak.

[Ca”™T; min (NM) [Ca™ i max (NM) Amplitado (nM) FTHM (s)
ATP, 180 uM 121,19 + 3,47 452,80 + 28,93 338,19 + 28,56 16,11 +2,63
([Ca®]e=1,8 mM),
n=44
ATP, 180 uM 97,02 + 4,20 301,68 + 27,03 204,65 + 25,03 20,63 + 3,09
([Ca®]:=0 mM), n=35
p 2,8*107 0,0002 0,0009 0,29
ADP, 100 uM 112,04 +3,12 396,11 + 24,85 284,07 + 25,02 24,13 £ 2,47
([Ca*1e=1,8 mM),
n=18
UTP, 100 uM 98,24 + 3,86 422,83 +23,19 324,58 + 20,50 23,03 +2,59
([Ca*1e=1,8 mM),
n=13
Ade, 100 M 119,56 £ 115 378,06 + 34,60 258,49 + 26,71 23,04 3,15
([Ca®']e=1,8 mM),
n=16
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13. abra: P1 és P2Y receptorok funkcionalis karakterizalasa. (A) UTP adagolasat kovetéen kialakult Ca®*-
tranziens reprezentativ abraja. A méréseket minden esetben normal Tyrode-oldatban végeztiik. (B) Ismételt ADP
(100 puM) adagolaséra kialakult Ca**-tranziensek reprezentativ abraja. (C) 100 uM UDP hatasa az intracellularis
Ca?*-szintre. (D) Adenozin hatasara kialakult Ca®*-tranziens, amely bizonyitja az Al receptorok funkcionalis
szerepét a porcsejtekben. (E) Atlagos amplitadé értéket mutatd Osszesitett eredmények. Az adatok az
atlagokat + az atlagok standard hibajat (SEM) mutatjak. A zardjelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek
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Az ATP szerepének vizsgalata a spontan Ca®*-oszcillaciok kialakulasaban

Ahogy azt mar korabban emlitettem, a human MSC-kben az autokrin/parakrin
purinerg szignalizacios hurok felelés a Ca®*-oszcillaciok kialakulasaért, ezért szerettiik volna
megvizsgalni, hogy a purinerg receptorok miként jatszanak szerepet az ismétlddé Ca?*-
tranziensek kialakuldsaban. Ennek kideritésére ekto-ATP-difoszfohidrolazt alkalmaztunk,
amely ADP-az vagy apiraz néven is ismert, egy plazmamembranhoz kotott enzim, mely
defoszforilalja az extracellularis adenozin 5’-trifoszfatot (ATP) és adenozin 5’-difoszfatot
(ADP), adenozin 5-monofoszfatta (AMP). Ezt az enzimet korabban CD39 néven
azonositottak, a B-limfocitakon talalhato aktivacioés marker alapjan [95]. Magat az enzimet 5
U-mL™" koncentracioban alkalmaztuk az egyedi sejten torténd Ca?*-mérés ideje alatt. Apirdz
jelenlétében nem alakult ki ismétlédé Ca?*-tranziens (n=5), amibé] arra kovetkeztettiink, hogy

az extracellularis ATP jelenléte elengedhetetlen a spontan Ca?*-oszcillaciok kialakulasaban.
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Eredmények I1.-Vazizomszovet

C2C12 sejttenyészetek, transzfekcio

Irodalmi adatokbél ismert, hogy a SR Ca?*-pumpajanak neonatélis izoforméja -a
SERCA1b- meghatarozé szerepet tolt be a miotubulusok és a fiatal 4llatok vazizméanak Ca”*-
homeosztazisaban [96,97]. Kisérleteink ezen részében ezért célul thztik ki, hogy
megvizsgaljuk a SERCALlb pumpa géncsendesitésének esetleges hatasait. A kisérletek
kivitelezéséhez C2C12 egér eredeti vazizomsejteket haszndltunk, és olyan expresszios
vektort terveztiink, amely tartalmazza a SERCALb elleni specifikus shRNS szekvenciat
(pLKO.1-puro-CMV-tGFP). A  sejttenyészeteken liposzoma medialt transzfekciot
alkalmaztunk. A transzfekcios hatékonysagot a SERCALb fehérjére specifikusan tervezett
antitesttel ellendriztiik, Western-blot technika segitségével. A 14. abra szemlélteti, hogy 6

kloénbol négyben sikeriilt a fehérje expresszidjat csokkenteniink (C1, C3, C4 és C5 klon).

Std Cl1 C3 C4 C5 C6 C7 pool Scr B Std Cl1 C3 C4 C5 C6 C7 pool Scr
130 kba T ] 130 kD2 [ .=
100 kDa 100 kDa
SERCA1b 115 kDa SERCA1lab 115 kDa
70 kDa 70 kDa
55 kDa 55 kDa \
| — —— S ———— — . CE———
35 kDa Aktin 35 kDa Aktin

14. abra: A csokkent SERCA1b fehérje expresszié vizsgalata C2C12 miotubulusokban. (A-B) A SERCA
fehérje expresszidjanak vizsgalata SERCA1b-specifikus shRNS-el transzfektalt sejtekben Western-blot technika
segitségével. A stabil transzfekciot kdvetden 6 klont vizsgaltunk, valamint a scrambled és pool tenyészetet. A 115
kDa-os izoformat kétféle antitesttel detektaltuk: az egyik kizarolag csak a SERCAID izoformat ismeri fel (A), a
masik pedig mind a SERCAla és mind az 1b izoformékat (B). Kontrollként aktint hasznaltunk.

Bar az irodalombdl ismert, hogy C2C12 vazizomsejtekben csak a SERCA1b expresszalodik
[97], ennck alatamasztasa érdekében ugyanezen mintakban a SERCA fehérje kimutatasat
megismételtilk olyan antitesttel, amely felismeri a SERCAla (feln6tt szarkoplazmatikus
retikulum Ca®*-ATP-4z izoforma) és 1b szekvenciakat is (14. abra B). A két kisérletben hasonl6
eredményt kaptunk, azaz a 6 klonbol négyben jelentdsen csokkent a fehérje expresszidja a
géncsendesitést kovetden. A Western-blot eredmények kvantitativ elemzését kovetden olyan
klonokat kerestiink, amelyekben a SERCA1b fehérje expresszidja teljesen vagy csak részben
csokkent. Igy esett a valasztas az 1. klonra (C1), ahol szinte teljes mértékben csokkent az

expresszio, és az 5. klonra (C5), ahol csak részben sikeriilt lecsokkenteniink a SERCALb fehérje
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expressziojat (14. abra A). A scrambled sejtekhez viszonyitott optikai denzitas mértéke az 1.
klénban 6,6+0,8%, az 5. klonban pedig 14,7+1,9% volt (15. abra). Ezeken a klonokon
puromycines szelekciot hajtottunk végre és az igy létrejott stabil klonokat hasznaltuk a
scrambled és kontroll sejtek mellett a tovabbi kisérletekhez. Minden kisérlethez kizardlag csak

termindlisan differencialodott miotubulusokat hasznaltunk fel.

SERCAIlDb

A O o N
o O O o
1 1 1 1

nyitott %)

viszo
N W
o O

Intenzitas (Scrambledhez

-
o O
1

Cl1 C3C4 C5 C6 C7 pool

15. abra: A stabilan transzfektalt klonok denzitometrias analizise. Az optikai denzitas mértékét a scrambled
sejtekhez viszonyitottuk. A hét klonbol kettd keriilt kivalasztasra (C1, C5). Ahogy az az abran is jol lathato, a C1

sejtekben szinte teljes mértékben csokkent a SERCA1b expresszid, mig a C5 sejtekben csak részben.

S 2+ r e 7 I . YL VO VO I v r e r
A vazizom Ca“” -homeosztazisaban és differencialodasaban résztvevo fehérjék

expresszios mintazatainak alakulasa a csokkent SERCA1D fehérjeszint hatasara

Kovetkezo kisérletsorozatunkban megvizsgaltuk azon fehérjék expresszids szintjének
a valtozéasat, amelyek fontos szerepet jatszanak a vazizom Ca’*-homeosztazisiban 6&s
differencialodasban. Vizsgaltuk a kalszekvesztrin (CSQ), a sztromalis interakcidos molekulal
(STIM1), a miogenikus transzkripcios faktor (MyoD), a kalcineurin (CaN), a dihidropiridin
receptor (DHPR), valamint a SERCAZ2a expresszios szintjének alakulasait a SERCAI1Db
génesendesitést kovetéen. A CSQ a legfontosabb Ca®*-k6té fehérje a SR-ban, a STIM1
fehérje pedig a SOCE kalcium szenzora a SR-ban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a CSQ
expresszios szintje az 1. klonban csokkent az 5. klon, a scrambled és kontroll mintakhoz
viszonyitva (16. abra A). A STIM1 expresszios szintje hasonldan alakult a CSQ-hez, az 1.
klonban csokkent expressziot figyelhetiink meg, mig a Scr és C5 sejtekben csak nagyon kis

mértékii a csokkenés (16. abra A).
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16. abra: A Ca®"-homeosztazisban és differencialédasban résztvevé fehérjék expresszios mintazata és
denzitometrids analizisiik. (A) A SR Ca?*-kit fehérje (CSQ) expresszids vizsgalata a C1, C5, Scr és kontroll
sejtekben. A SOCE mechanizmusaban fontos szerepet jatszd6 STIM1 molekula expressziés mintdzata. A
differencialodas fontos szerepldinek expresszidos mintazata: MyoD és CaN, valamint a belsé Kontrollként hasznalt
aktin fehérje expresszidja. A Western-blot analizis soran minden minta esetében 30 pg fehérjét, valamint kizarolag
terminalisan differencialodott miotubulusokat hasznaltunk. Az abrak 3 fiiggetlen kisérlet eredményeit

reprezentaljak. (B) Az (A) panelen bemutatott fehérjék denzitometrias analizise.

A MyoD expresszids szintje nem valtozott a transzfekciot kovetden, mig a CaN expresszioja az
1. és 5. klonban is jelentds csokkenést mutatott (16. abra A). Az eredmények kvantitativ
analizisét kovetden megallapitottuk, hogy a SERCA1b géncsendesités hatasara a kontrollhoz
viszonyitva szignifikdnsan csokkent a CSQ, a STIM1 és a CaN expresszios szintje a Cl
sejtekben (16. abra B). Sikeriilt kimutatnunk a SERCA2a izoformat is, ami leginkabb a lassu
tipust harantcsikolt izomban és a szivizomban fordul eld. Pozitiv kontrollként egér szivizom
mintat hasznaltunk. Az egyes mintak SERCAZ2a expresszios szintje kdzott sincs kiilonbség (16.
abra A, B).

Kisérleteink tovabbi részében a mMRNS-szintli valtozasokat kovettilk nyomon. Ehhez specifikus
primer parokat terveztliink. Vizsgaltuk a vézizom differencidlodds negativ regulatorat a
miosztatint, valamint a CaN aktivitasat jelz6 modulatory calcineurin interacting protein-t, az
MCIP1.4-t. A PCR reakcidval felerdsitett amplimerek detektalasa soran azt tapasztaltuk, hogy
mind a miosztatin, mind a MCIP1.4 szintje csokkenést mutatott a C1 sejtekben a kontrollhoz
viszonyitva. A denzitometrids kiértékelés soran a kapott eredményeket mindig a GAPDH
expresszios szintjére normalizaltuk (18. abra).
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18. abra: mRNS-szintii vizsgalat RT-PCR technika segitségével. (A-B) A MSTN (A) és a kalcineurin
aktivitasat jelz6 MCIP1.4 fehérje (B) mMRNS-szintli vizsgalata C1, C5 és Scr sejteken. Kontrollként GAPDH-t

hasznaltunk.

A csokkent SERCA expresszio hatasa a Ca’"-homeosztazisra

Kovetkez6 kisérleteinkben a SERCA1b fehérje expresszid csokkentésének hatasat
vizsgaltuk az elektromechanikai csatolasra és a depolarizacié altal torténd ca’*-
felszabadulasra a C1 és Scr sejtekben. A tranzienseket 120 mM KCI extracellularis térbe
torténd adagolasaval valtottuk ki (19. abra A, B). A mérések kiértékelése soran azt az
eredményt kaptuk, hogy sem a tranziensek amplitadoiban (681105, n=10 vs. 668+128 nM,
n=10; kontroll és C1 sejtek esetében), sem pedig a felszallo szar meredekségeben (606+108
uM/s vs. 489+149 uM/s) nincs szignifikans kiilonbség (p>0,05) a C1 és a scrambled sejtek
kozott (Scr tenyészet; 19. abra C, D).

56



800- 800+
Scr C1

_ 600+ 600+
s =
E S

£ 400- 7 400
S S

200- L k 200-

0 - _TKel . oL __"Kel '
0 50 100 150 200 250 0 100 200 300 400 500
1d6 (s) . 1d6 (s)
%)
C D=
(10) (10) %
s 800 700] [

é_ 700+ [ % 600

&, 6001 © 500

©, 500y £ 400

2 400 S 300/
'S 3001 N

2 2001 -0 200

g— 1004 ‘g 1004

< o T 0

Scr c1 = Scr c1

19. abra: A csokkent SERCA1bD fehérje expresszié hatasa a depolarizacié kovetkeztében kialakult Ca®*-
tranziensekre. (A-B) Repetitiv Ca®*-tranziensek 120 mM KCl adagolésa mellett scrambled és C1 miotubulusok
esetén. A méréseket normal Tyrode-oldatban végeztiik. (C) A Ca*'-tranziensek amplitadd értékei. (D) A
felszallo szar meredekségének értéke a Scr és Cl1 sejtek esetében. Az adatok az atlagokat + az atlagok standard

hibajat (SEM) mutatjak. A zar6jelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Tovabbi vizsgalatainkban a pumpa mitkddésében esetlegesen bekdvetkezett valtozasok
hatéasait kivantuk feltarni (PVmax) a Scr, C1 és C5 sejtekben. A nyugalmi [Ca**]; értékei kozott
a tranziensek kialakulasa el6tt (10844 nM a Scr sejtek esetében, 109+4 nM a C1 sejtek
esetében) nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A KCl altal kivaltott tranziensek azonban a
C1 miotubulusokban lassabban tértek vissza a nyugalmi [Ca?']; szintre, ahogy azt a 20. dbra A
¢s B panelje is mutatja. A KCI adagolasat koveto 20. és 40. masodpercben a [Ca*]; értékét
meghataroztuk, s mig a kontroll sejtekben ezek az értékek 112+3 nM-nak (20. s-ban) és
110+3 nM-nak (40. s-ban) adodtak, addig a C1 sejtek esetén 150+7 nM (20. s-ban) és 135+5
nM (40. s-ban) volt. Ezek az értékek a SERCA1b géncsendesitett sejteken talalhatd pumpak
aktivitasara utalnak (20. abra C). Ennek tovabbi bizonyitasira meghataroztuk a PVpmax

értékeket is, az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak alapjan. Szignifikans kiilonbséget
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(p<0,01) talaltunk a C1 miotubulusokban (144+24 uM/s), a C5 (382+16 uM/s) és a Scr
miotubulusokhoz képest (454+41 uM/s; 20. abra D). A kapott értékek megerésitették, hogy a

SERCAI1b fehérje expressziojanak csokkentése nagy mértékben hozzajarul a pumpaaktivitas

csokkenéséhez is.
A
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20. abra: A csokkent SERCA1Db expresszié kovetkeztében kialakult médosult pumpa aktivitas. (A-B) 120
mM KCI éltal kivaltott Ca®*-tranziensek Scr (A) és C1 (B) miotubulusokban. Az (A) és (B) panelek jobb felsd
sarkaban kinagyitott leszallo szar a modosult pumpa aktivitast reprezentalja. (C) A tranziensek kialakulasa el6tt
és utan mért [Ca®"]; atlagértékei C1, C5 és Scr sejtek esetében. Az abran jol lathato, hogy a C1 miotubulusokban
a Ca®*-koncentracio értéke hosszabb ideig és magasabb értéken tartott a t5bbi sejthez viszonyitva. A csillag (*)
szignifikans (p<0,01) kiilonbséget mutat a normal Tyrode-oldatban -10, +20 és +40 s-ban regisztralt C1
miotubulusok ko6zott. A kettds kereszt (#) szignifikans (p<0,01) kiilonbséget mutat a normal Tyrode-oldatban
+20 és +40 s-ban regisztralt C1 és Scr miotubulusok kozott. A zardjelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek
szamat jelzik. (D) A Ca’*-pumpa maximalis transzportkapacitasa (PVya) Scr, C5 és C1 sejtek esetében. A
csillag (*) szignifikans (p<0,01) kiilonbséget mutat a C1 és Scr miotubulusok kozott. A kettés kereszt (#)
szignifikans (p<0,01) kiilonbséget mutat a C1 és C5 miotubulusok kozott. A zarojelekben feltiintetett szamok a

vizsgalt sejtek szamat jelzik.
Kovetkez6 1épésben kiszamoltuk a fluxust, amely a RyR-on keresztiilfolyo Ca**-arammal
aranyos, valamint a felszabadithatd Ca®* mennyiségének értékét, majd osszevetettik a Scr
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sejtek adatait a C1 sejtekével (21. abra A, B). A fluxus értékei kozott szignifikans (p<0,01)
eltérést talaltunk (61060 (Scr) vs. 377+64 uM/s (C1)), amely dsszhangban van a SERCA1b
csendesités eredményeivel. Ugyancsak meghataroztuk a felszabaditott Ca®* mennyiségét is, és
itt is szignifikdnsan alacsonyabb értékeket talaltunk a C1 sejtekben a kontrollhoz viszonyitva
(57680 uM vs. 843+75 uM; p<0,05). Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a SR
Ca’*-tartalma lényegesen kisebb, ezaltal a raktarbol felszabadithaté Ca®* mennyiség is

kevesebb a SERCA1b géncsendesitett miotubulusokban (21. abra E).
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21. abra A csokkent SERCA1b expresszié hatasa a Ca”*-felszabadulas sebességére és —mennyiségére KCI
altal kivaltott Ca®*-tranzienseken. (A-B) A Ca**-felszabadulas sebessége Scr és C1 sejtek esetében. (C-D) A
felszabaditott Ca**-mennyisége Scr és Cl sejtek esetében. A felszabaditott Ca’*-mennyiségét az (A) és (B)
abrakon bemutatott gorbék integraldsival hatiroztuk meg. (E) Az Osszesitett fluxus és integral értékek. A
zéarojelekben feltiintetett szdmok a vizsgalt sejtek szamat jelzik. A csillag (*) szignifikans (p<0,05) kiilonbséget

mutat a normal Tyrode-oldatban regisztralt C1 és Scr miotubulusok tranziensei kozott.

Az eddigi eredményekbé] levont kovetkeztetések tovabbi alatamasztasara Ca?*-mentes
Tyrode-oldatban kezdtiik a detektalast, majd CPA-oldatot (10 uM) adagoltunk a sejtekre
szintén Ca”*-mentes koriilmények kozott. Az igy megfigyelheté Ca?*-felszabadulas a SR-bol

a RyR-on keresztiil valosult meg, a Ca**-visszavétel a SERCA gatlasa miatt akadalyozva volt
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(22. abra A, B). Az abran bemutatott tranzienseken megfigyelhetd, hogy azok amplitadoéja és
idobeli félértékszélessége a Scr sejten 1ényegesen nagyobb volt, mint a C1 miotubulus esetén.
Ez arra utalt, hogy a csdkkent SERCA1b expresszid kovetkeztében a Ca”'-felszabaduls
sebessége ¢és —mennyisége is jelentdsen csokkent. Ennek kvantitativ igazolasara kiszamitottuk
a tranziensek gorbe alatti teriiletét, mely a SR-bol felszabadithato ca® mennyiségének jo
kozelitését adja. Az igy kapott adatok atlagolasa utan megallapithatd volt, hogy a bels6
raktarbol felszabadithaté Ca?* mennyisége szignifikansan alacsonyabb a C1 miotubulusokban
a Scr miotubulusokhoz viszonyitva (5,8+1,1 uM*s és 15,7+1,8 uM*s; p<0,001; 22. abra C).
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22. abra: A felszabadithato Ca’*-mennyiségének osszehasonlitasa Scr és C1 miotubulusokban. (A-B) A
belsé Ca®*-raktar kiiiritésének reprezentativ gorbéje Scr (A) és C1 (B) sejtek esetében. A regisztralas Ca®'-
mentes koriilmények kozott tortént 10 pM CPA-oldat jelenlétében. (C) Az Osszesitett eredmények integral
értékei. A zardjelekben feltiintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik. A csillag (*) szignifikans (p<0,05)

kiilonbséget mutat a Scr és C1 sejtek Ca”*-tranziensei kozott.

A SERCAI1Db csokkent expressziéja modositja a differencialodo izom novekedését

Morfologiai vizsgalataink soran nyomon kovettiik a proliferacios és differenciacios

periodusokat transzfektalt és nem transzfektalt sejtek esetében. A proliferacidés rata
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meghatarozasara 10° sejtet raktunk ki tenyésztéedényenként (3 cm atmérdjii Petri csésze), és
az 1. naptdl az 5. napig random latotereket fotdztunk, majd megszamoltuk az ,,Anyagok ¢és
modszerek” fejezetben leirtak szerint. A sejtmagok szamat mindig az 1. napon szamolt
sejtmagszamra normalizaltuk. A tenyészetekrdl kapott adatok kiértékelése alapjan a 4.
tenyésztési napon a C1 sejtek normalizalt sejtmagszama szignifikansan alacsonyabb (p<0,05)
volt a kontroll sejtek sejtmagszamahoz viszonyitva (3,7+1,1 és 9,1+0,7; 23. abra E). Tovabbi
kisérleteinkben a terminalisan differencialédott, sokmagvi miotubulusokat fixaltuk, majd a
korabban leirt modszer alapjan immuncitokémiai vizsgalatot végeztiink, melyhez dezmint
jelolo elsddleges antitestet hasznaltunk. Az antitest kotddését FITC konjugalt masodlagos
antitesttel tettiik lathatova (23. abra A, C). Az eredmények kiértékelését kovetéen azt
tapasztaltuk, hogy a terminalisan differencialodott miotubulusok atméréjében nincs
szignifikans eltérés (p>0,05) a C1 és Scr sejtekben (23. abra B). Ezzel szemben a sejtmagok
atlagos szama szignifikansan kisebb a C1 sejtekben a kontrollhoz viszonyitva (3,6+0,2 Vs.
5,7+0,5; p<0,01; 23. abra D), illetve az 5 vagy tobb sejtmagot tartalmazé miotubulusok
szazalékos aranya is alacsonyabb a C1 sejtekben (23. abra F). Ezen eredmények
megerésitették a feltevésiinket, miszerint a SERCA1b csokkent expresszidja modositja a

vazizom differencialodast.
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23. abra: A cs6kkent SERCAL1bD expresszio hatasa a C2C12 sejtek proliferaciéjara és differencialédasara.
(A, C) Terminalisan differencialodott miotubulusok immuncitokémiai festése Scr (A) és Cl1 (C)
miotubulusokban. A morfoldgiai kiilonbségek lathatova tételéhez izomspecifikus dezmin antitestet hasznaltunk,
amit FITC-konjugalt masodlagos antitesttel jel6ltiink meg. A sejtmagokat DAPI-val festettik. (B, D, F) A
sokmagvu, terminalisan differencialodott miotubulusok kvantitativ paramétereinek elemzése. Vizsgaltuk a Scr és
C1 sejtek atméréjét (B), a sejtmagok atlagos szamat (D), valamint az 5 vagy tobb sejtmagot tartalmazo
miotubulusok %-os aranyat (F). A zardjelekben feltiintetett szimok a vizsgalt sejtek szamat jelzik. Az adatok az
atlagokat + az atlagok standard hibajat (SEM) mutatjak. A csillag (*) szignifikans (p<0,01) kiilonbséget mutat a
Cl és Scr sejtek kozott. A differencialt miotubulusok kvantitativ paramétereit 20-20 random 1at6térbél, 3
fiiggetlen kisérlet eredményeibdl allapitottuk meg. (E) A proliferacios rata vizsgalata a C1, C5, Scr és kontroll
sejtek esetében. A sejtproliferaciot a sejtmagok szamabdl hataroztuk meg ugy, hogy minden sejttipus

sejtmagszamat (C1, CS5, Scr, kontroll) a sajat 24 6ras sejtmagszamara normalizaltuk.
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A Kkalcineurin (PP2B) f6 targetjének a transzkripcios faktorok csaladjaba tartozd6 NFAT-t
(Nuclear Factor of Activated T-cell) tartjak. Az NFAT foszforilalt allapotban a citoplazmaban
van jelen, az intracellularis Ca**-koncentracié emelkedése a kalcineurin aktivitasat fokozza,
azaz a kalcineurin defoszforilalé hatasara, az NFAT a sejtmagba juthat és transzkripcios
folyamatokat indithat be, amely a differencidlodas eldsegitéséhez vezet. A PP2B
leghatdsosabb, legspecifikusabb és legismertebb inhibitorai immunoszupressziv anyagok,
ilyen pl. a ciklosporin-A (CSA), amely a kalcineurint citoplazmatikus receptoraikkal a
ciklofilinnel ¢és FKBP-vel alkotott komplexek révén gatolja. Annak igazoldsara, hogy a
SERCA1b gatlasa a PP2B-n keresztiil vezet a proliferacio csékkenéséhez, a C1, CS5, Scr és
oldatot 200 nM koncentracioban hasznaltuk, és minden 2. nap kezeltik a sejteket. A
tenyésztés minden napjan képeket készitettiink minden egyes Petri-csésze (kezelt és kontroll)
5-5 véletlenszeriien kivalasztott latoterérdl (24. abra). A kisérletek elvégzését és kiértékelését
kovetden azt tapasztaltuk, hogy a CSA csokkentette mind a kontroll, mind pedig a C5 és Scr
okozta. Az eredményeink alapjan a kontroll sejtek relativ sejtmagszama 9,1+0,7 és 5,6+0,6
volt kontroll és CSA-kezelt sejtek esetében (p<0,05), mig a C1 sejtek esetében ez az érték
3,6+0,5 és 3,7+1,1-nak adodott kezelt és kontroll esetben (p>0,4), amely 6sszhangban van a

CaN csokkent expresszios szintjével.
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24. abra: Proliferacios rata vizsgalata CSA kezelés mellett C1, C5, Scr és kontroll miotubulusokban. A
CSA oldatot 200 nM koncentracidban hasznalva minden 2. nap kezeltiik a sejteket, €s a tenyésztés minden
napjan képeket készitettiink minden egyes Petri-csésze 5-5 random kivalasztott latdterér6l. A sejtproliferaciot a
korabban leirt modszer alapjan hataroztuk meg. Ahogy az az abran is lathatd, a CSA csokkentette mind a

s

csOkkenését nem okozta.
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Megbeszélés
Porcszovet-kondroprogenitor sejttenyészetek

A citoszélikus [Ca*'] dinamikus valtozasa

A Ca® a sejtek legtobb életfolyamataban fontos szabalyozo szerepet jatszik, igy a
differencidlodasban is Kkitiintetett szereppel bir. Munkdm egyik részében arra kerestik a
valaszt, hogy human eredetii CPC-kben milyen utvonalon keresztiil valésul meg a repetitiv
Ca**-oszcillacio, és milyen fehérjék vesznek részt a szabalyozasban. A nem excitabilis sejtek
kalciumhomeosztazisaval kapcsolatban kiterjedt irodalommal rendelkeziink, igy ismerjiik a
legtobb transzkripcios faktor, az NFAT, az NF-«B vagy a CREB szignalizicios
szerepiiket is [99,100]. Mindezek mellett szamos irodalmi adatot talalunk arra vonatkozoan,
hogy a Ca?*-oszcillacié hogyan valésul meg a hasnyalmirigyben talalhato B-sejtekben [101],
embrionalis 6ssejtekben (ESC-K) [102], kondroblasztokban [48,82], kondrocitakban [103]
vagy épp human csontveld-eredetli mezenhimalis dssejtekben (MSCs) [50,104]. Munkankban
elséként mutattuk be és térképeztiik fel a CPC-k Ca?*-homeosztazisiban szerepet jatszo
purinerg szignalizacios Utvonalat, és az abban szerepet jatszo fehérjék expresssziojat. Ahhoz,
hogy ezeket a human eredetli oszteoartritiszes szovetb6l szarmazo porcsejteket fel tudjuk
hasznalni vizsgalatainkhoz, elengedhetetlen volt a sejtek lentiviralis transzfekcioval torténd
immortalizacidja. Mindemellett fontos szempont volt az is, hogy ezek a sejtek a proliferacio
ideje alatt monolayer kulturat hozzanak 1étre. Koelling és munkatarsai (2009) mar korabban
feltérképezték a CPC-k kologenitasat, migratorikus aktivitasat [21], ezért célul tiztik Ki a
CPC-k kondrogenikus markereinek mRNS-szintii detektalasat. Ellentétben az embrionalis
csirke végtagtelepbdl izolalt kondrogenikus sejtek magas frekvenciaju (8x10% Hz) Ca®*-
oszcillaciojaval, a CPC-kben a Ca®*-oszcillacié frekvencija joval alacsonyabb (1.3x107 Hz),
hasonléan a MSC-kben leirtakhoz [104,105]. Kiilonbség tovabba az is, hogy a CPC-k
esetében a Ca’*-oszcillaciot a belsd Ca**-raktarakbol felszabadulo Ca?* szabalyozza, mig az
embrionalis csirke végtagtelepbél izolalt kondrogenikus sejtek gyors Ca?*-oszcillaciojaért az
extracellularis térbél bejutd Ca?* teheté feleléssé, feltehetéen a joval kisebb Ca’*-raktar miatt

[48,106].
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A kondroprogenitor sejtek belsé Ca”*-raktaranak funkcionalis jellemzése és szerepe a
Ca’*-oszcillacié kialakitasaban

Ahhoz, hogy karakterizalni tudjuk a belsé Ca®'-raktarat, meg kellett vizsgalnunk a
szabalyozasban érintett fehérjék expresszidos mintazatat. Az endoplazmatikus retikulum (ER)
két a Ca**-felszabaditasban fontos szerepet jatszo csatornajat vizsgaltuk, az IPsR altipusait,
valamint a RyR-t, melynek expresszidjat nem sikeriilt kimutatnunk. Ezen megfigyelésiink
megegyezik a MSC-kben leirt eredményekkel [104,105]. Kollaboracids partnereinknek
korabban az embrionalis csirke végtagtelepbdl izolalt kondrogenikus sejtekben csak az IP;R1
izoformajat sikeriilt detektalni [15]. Az ESC-kben ezzel ellentétben mind a harom IP3R altipus
expresszalodik [107], valamint a RyR is [102]. A CPC-kben mind a harom IP3R altipus
detektalhatd. A Ca®*-oszcillacio kialakulésa az IPsR altipusainak relativ expresszios szintjétol,
illetve endogén modulatorok, mint az IP3, Ca** és ATP megjelenésétdl fiigg. Irodalmi adatok
alapjan az IP3R2 erbteljes, hosszantartd, szabalyosan ismétlédd Ca’*-oszcillaciot okoz, az
IPsR1 ezzel szemben kevésbé rendezett Ca’*-oszcillacidt alakit ki, az IPsR3 pedig a
legkevésbé érzékeny az IP; jelenlétére, igy ez az altipus monofazisos Ca’*-tranzienseket
general [108,109]. Az altipusok felosztasanak ismerete elengedhetetlen a CPC-k Ca”'-
oszcillaciojanak jellemzéséhez (frekvencia, amplitido). A belsé Ca®*-raktarbol torténd IPsR-
medialt Ca?*-felszabadulas nélkiilozhetetlen a Ca**-oszcillacio kialakulasahoz, ezért az egyedi
sejten torténd Ca®*-mérés soran egy aspecifikus IPsR blokkolot, a 2-APB-t hasznaltuk,
melynek hatasara a spontan bekovetkezd Ca2+-események eltiintek. Ez az eredmény jo
egyezést mutat a MSC-kben [104,107] és az ESC-kben [107] leirt eredményekkel, igy joggal
feltételezhetjiik, hogy ez a mechanizmus egy univerzalis modja a Ca?*-oszcillacio

1étrejottének az dssejtekben.

Megvizsgaltuk tovabba a SOCE mechanizmusat is, amely szintén esszencidlis szerepet
tolt be a CPC-k Ca2+-oszcilléci(')jéban. Feltételezésiink szerint, a CPC-kben kialakulo Ca?*-
oszcillacié alappillére az IPsR-on keresztiil torténs Ca’'-felszabadulas, és a SOCE
mechanizmus révén a raktar altal vezérelt Ca2+-belépés. Ezt az elképzelésiinket alatdmasztjak
a CPA-val végzett kisérleteink eredményei is (9. abra). Arra a kérdésre azonban, hogy a Ca?*-
oszcillacio kialakulasanak hatterében milyen fehérjék allnak, az irodalomban nem talaltunk
adatot, CPC-kben ilyet még nem vizsgaltak. A Ca®*-homeosztazis fenntartisaban szerepet
jatszo6 SOCE kulcsfehérjéit, a STIM1-t és az Orail-t MSC-kben mar leirtak [104,110], illetve
a csirke kondroprogenitor sejtekben szintén detektaltak mar a STIMI1, STIM2 és Orail
fehérjék expressziojat [48]. A STIM2 fehérjérdl irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az ER
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Ca**-tartalménak mar egészen kicsi csOkkenését is érzékeli, €és a csokkenés kovetkeztében
azonnal aktivalodik, mig a STIM1 csak a Ca**-raktér teljes kiiiriilését kovetSen valik aktivva

[111].

A CPC-k esetében csak a STIM1 expressziojat sikeriilt kimutatnunk. A spontan Ca”'-
tranziensek kialakulasaban a STIM1 fehérjének meghatarozd szerepe van, ¢€s esszencialis
szerepet tolt be az Orail fehérjék punktakba torténd rendezddésénél is. Habar az Orai

izoformaknak tobb tipusa ismert, a CPC-k csak az Orail-t expresszaljak (10. abra).

. . e s er 1 2+ 1 TRV . . e e
Purinerg szignalizacio és a Ca“ -oszcillacio autokrin/parakrin szabalyozasa

Human MSC-kben a Ca®*-oszcillacié kialakulasaért egy autokrin/parakrin purinerg
hurok tehet feleldssé, ahol ATP felszabadulasat kovetdéen a P2Y; metabotrép purinerg
receptor stimulalodik, majd a PLC ttvonal aktivalodik [50]. Kollaboracids partnereink
korabbi  kozleményeikben hasonlé autoregulatorikus Utvonalat vizsgaltak  csirke
kondroprogenitor sejtekben, ahol a P2X,; ionotrép purinerg receptor jatszott kitiintetett
szerepet [17,48]. Ezen tények ismeretében kivancsiak voltunk arra, hogy a human CPC-kben,
ahol az extracellularis nukleotidok gyulladasos mediatorokkal egyiitt szabadulnak fel [112],

milyen szerepet toltenek be a purinerg receptorok.

Tekintettel arra, hogy a P1 receptor altipusok a kondrocitakban is expresszalddnak
[113], el6szor a P1 purinerg receptor profil megvizsgalasat tliztikk ki célul. Eredményeink
szerint CPC-kben az A; [114], Aza [115] és Aog [116] expresszidja megfigyelhetd, ugyanugy,
mint a MSC-kben, mig az Az receptor expresszidja nem volt detektalhatd. Ezen eredmények
jo korrelaciot mutatnak az irodalmi adatokkal. Irodalmi adatok alapjan ugyancsak ismert,
hogy az A; és Ajg receptor-medialt szignalizacié inditja el az MSC-k oszteogenikus
aktivaciojat indukalja az MSC-kben, addig az A; és Aja receptorok expresszios szintjének a

novekedése adipogenikus iranyba tolja el a differenciaciot [118].

Kovetkez6 1épésben a P2 purinerg receptorokat tanulmanyoztuk. Fluoreszcens Ca*'-
mérés soran, extracellularis ATP adagolasaval Ca?*-tranzienseket valtottunk ki normal és
Ca’*-mentes Tyrode-oldatban, ahol a Ca?-mentes koriilmények kozott szignifikansan
kisebbnek bizonyult mind a nyugalmi, mind pedig a maximalis [Ca®']; érték, valamint az
amplitado és az FTHM is (7. tablazat). Ezzel a kisérlettel mind a P2X, mind pedig a P2Y

receptor izoformakat vizsgalni tudtuk. Ezzel ellentétben, amikor az ATP-t egyiitt alkalmaztuk
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az IP3R nem specifikus inhibitoraval, a 2-APB-vel [119], a vizsgalt sejtek tobbsége nem
valaszolt, bizonyitva ezzel, hogy az extracellularis nukleotidok elsddleges kotddési
célpontjaik a metabotrop P2Y receptorok. Tovabbi vizsgalatainkban kiilonbozé P2 receptor
agonistakat (ATP, ADP, UTP és UDP, 7. tablazat)[120], valamint egy nem specifikus
antagonistat, a suramint alkalmaztuk, igy sikeriilt igazolnunk a P2Y1, P2Y5,, P2Y,, P2X, és
P2Xs receptorok funkcionalis aktivitasait CPC-kben. Ezek az eredmények Osszhangban
vannak a Zippel és munkatarsai altal publikalt eredményekkel, ahol MSC-kben vizsgaltak a
P2 receptor altipusokat és a P2Xg, P2Y 4, P2Y 14 jelenlétét igazoltak [121]. Ezek a P2 receptor
altipusok az adipogenikus és az oszteogenikus differencidcid sordn is reguladld szerepet
toltenek be [121], igy joggal feltételezhetjiik, hogy a CPC-k differenciacidjaban is hasonlo
szerepiik lehet. Ciciarello és munkatarsai az MSC-k adipogenikus differenciaciojat vizsgaltak,
amit eredményiik szerint a P2Y; és P2Y, receptorok medialtak. Ugyanakkor, ha az Azg
adenozin receptorokat stimulaltak, a differenciacio oszteogenikus iranyba tolodott el [122]. A
CPC-k is képesek oszteogenikus, adipogenikus és kondrogenikus iranyba is differencialédni

[21], valamint a P1 és P2 receptor profiljuk is jol korrelal az irodalomban talalt adatokkal.

p2Y, uTP
P2Y, ADP

koffein

SERCAL
SERCA2 T

La3*
YM58483

25. abra: Osszefoglalo abra a kondroprogenitor porcsejteken végzett kisérletes eredményeinkrol. Az abran
jol lathato a szabalyozasban érintett fehérjék lokalizacioja és szerepiik a Ca’*-oszcillacié kialakitasaban. A
SOCE mechanizmus mellett a purinerg szignalizacid is fontos szerepet t5lt be a spontan Ca?*-oszcillacid

1étrejottében.
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Jol ismert tény az is, hogy a purinerg receptorok aktivacidja szémos sejttipusban Ca?'-
oszcillaciot hoz létre [17,50,123,124]. Munkank soran arra torekedtiink, hogy felderitsiik a
CPC-kben kialakulo spontan Ca?*-oszcillacid hatterében 4llo folyamatokat (25. abra).
Megallapitottuk, hogy a spontan kialakulo Ca’*-oszcillacid hatterében purinerg szignalizacio
all. Ezek az eredmények jol illeszkednek a publikacios adatbazisban talalhatd eredményekkel
[50,55]. A szignalizacioban érintett fehérjéket mRNS- ¢és fehérjeszinten is megvizsgaltuk,
valamint funkcionalisan is karakterizaltuk 6ket. Bizunk benne, hogy ezek az eredmények
hozzajarulnak majd az oszteoartritisz soran kialakuldé porcszévet degeneracio cellularis

folyamatainak jobb megértéséhez.

Vazizomszovet-C2C12 sejttenyészetek

A SERCA izoformak zavartalan miikodése elengedhetetlen a sejtek Ca®'-
homeosztazisanak fenntartasiban. A SERCA két Ca’*-t transzportal egy ATP hidrolizisébél
szarmaz6 energiaval a citosz6lbol a lumenbe. Jelen értekezés masodik felében a neonatalis
SERCA izoforma, a SERCA1b szerepét és annak expresszidjaban bekovetkezd csokkenés
kovetkezményeinek hatasat vizsgaltuk C2C12 vazizomsejtecken. A SERCA1b fehérje
dominans izoforma a neonatalis korban [125,126,127], amit vazizom esetén késObb a
SERCAI1la valt fel, ugyanakkor egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy izomregeneracio

soran ujra megjelenik a SERCALb izoforma [128].

A SERCA1b fehérje expresszio csokkenése és a Ca’-homeosztizisban résztvevé

fehérjék expresszidjara gyakorolt hatasa

A C2C12 sejtek stabil transzfekciojat kovetden sikeriilt 1étrehoznunk olyan kldnokat,
amelyekben teljesen (C1 sejtek) vagy csak részben (C5 sejtek) csokkentettiik a SERCA1b
fehérje expresszidjat. A vazizomra specifikus, SERCAla/b antitesttel megvizsgalva a
mintakat azt tapasztaltuk, hogy azokban a sejtekben, ahol csokkent a SERCALDb expresszio, a
SERCAIla expresszios szintje nem novekedett, tehat nem kompenzalta a masik izoforma
csokkenését. Ez az eredmény Osszhangban van az irodalomban talalt azon eredménnyel,
miszerint a SERCA1 izoformak koziil a C2C12 sejtekben csak a SERCALb expresszalodik
[97]. Ugyanez a tanulmany ravilagit arra, hogy ragcsalok vazizmaban a felnétt és a neonatalis
izoforma szigoru transzlacids kontroll alatt all, a mioblasztokban és a miotubulusokban a
SERCAIla izoforma nem detektalhatd, az intakt feln6tt izomban pedig a SERCALb izoforma
expresszidja nem mutathaté Ki, annak ellenére, hogy mRNS szinten megtalalhaté a megfeleld

transzkriptum [97]. Egy masik izomspecifikus SR kalciumpumpa, a SERCA2a expressziojat
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megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a SERCA1b expresszio csokkenés hatasara a SERCA2a

expresszidja Sem valtozott.

In vivo korilmények kozott regeneralédd izomban, mind lassi (musculus soleus,
SOL), mind pedig gyors (musculus extensor digitorum longus, EDL) tipusti izomrostokban a
miotubulusok fejlédése soran a SERCALb fehérje expresszidja szignifikans novekedést mutat
[97,129]. A SERCA1b fehérje mioblasztokban csak kis mértékben expresszalodik, mig
miotubulusokban ennél joval nagyobb expressziét mutat, bizonyitva ezzel, hogy jelenléte
elengedhetetlen a miotubulusok és a SR fejlédése soran [97]. A mioblasztok, mint a legtobb
sejttipus, expresszaljak a SERCA2b izoformat, mely alacsonyabb ATP-az aktivitassal, de
magasabb Ca?*-iranti affinitassal jellemezhetd, dsszehasonlitva a lasst tipust izomra jellemz6

SERCAZ2a izoformaval [130,131,132].

Western-blot analizis segitségével vizsgaltuk a SOCE-ban érintett fehérjék expresszios
szintjét, igy a STIM1-t, CSQ-t, DHPR-t, valamint kivancsiak voltunk még a CaN és a MyoD
expresszios szintjére is. A kisérleteink elvégzését kovetden azt talaltuk, hogy a SERCA1Db
ShRNS-el transzfektalt sejtekben, mind a C1, mind pedig a C5 tenyészetekben csokkent a
CaN expresszidja, azonban a CaN aktivitasat jelzé marker, az MCIP1.4 mRNS szinten csak a
C1 sejtekben mutatott csokkenést. Ugyanezen sejtek esetében expresszids szint csokkenést
tapasztaltunk a CSQ fehérje esetében is, amely a SR legfontosabb Ca®*-kotd fehérjéje. Ez a
csokkenés a SR alacsonyabb Ca?*-kotését okozhatja (16. abra A). A STIM1 a SOCE
mechanizmus egyik kulcsszerepldje. Azok a miotubulusok, amelyekben a STIM1 molekula
hidnyzik, joval alacsonyabb SR Ca?*-tartalommal birnak és faradékonyabbak is [133,134].
Leirtak tovabba, hogy a SERCA1 endogén inhibitoranak a szarkolipinnek az expresszios
szintje a STIMI1 hianyos miotubulusokban csokken, igy a SOCE aktivitasa kisebb lesz,
valamint a miotubulusok fejlédése is zavart szenved [133]. A SERCA1b-hez hasonloan a
STIM1 molekulanak is elengedhetetlen szerepe van az izomfejlédés soran [97]. Ezt a szoros
kapcsolatot meger6Gsitik a mi eredményeink is, hiszen ott ahol a SERCAIb fehérje
expresszidja csokkent, a Ca?*-szenzorként is ismert STIM1 molekula expresszidja is
csOkkent. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a SERCAIlb fehérje és a STIMI
molekula expresszios szintjének csokkenése a mioplazmabol egy lassabb Ca**-visszavételt
eredményez. Ezzel 6sszefliggésbe hozhato tovabba a kordbban emlitett CSQ expresszios szint
csOkkenése, ami a SR alacsonyabb Ca2+-szintjéért tehetd feleléssé. Azonban a miogenikus
transzkripcidos faktor, a MyoD expresszids szintjében nem talaltunk kiilonbséget, igy

valosziniileg a SERCAIb nem a miogenikus differenciacioban jatszik szerepet, hanem a
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differenciacio késobbi folyamataiban. Ugyanakkor a CaN expresszids szintje csokkent a C1
miotubulusokban, ami pedig a MCIP1.4 mRNS-szintii csokkenését okozta. PCR technika
segitségével megvizsgaltuk még az izomdifferencialodas negativ regulatorat is, a miosztatin
fehérjét, és eredményeink arra utalnak, hogy a CI1 sejtekben csokkent a miosztatin
expresszidja. Ezen fehérje ugyan nincs koézvetlen kapcsolatban a SOCE-val, azonban
munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a miosztatin hianyos egerekben a SOCE
megvaltozik [135].

Az elektromechanikai csatolas vizsgalata kontroll és SERCA1b specifikus shRNS-sel

transzfektalt sejtekben

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a SERCAI1b géncsendesités hatasat az
clektromechanikai csatoldsra. Ismételt Ca®*-tranziensek Kivaltasa soran magas K'-
koncentraci6 adagolasa mellett, sem a tranziensek amplitiddiban, sem a felszalldo szar
meredekségében nem tapasztaltunk eltérést a C1 sejtekben a Scr sejtekhez viszonyitva, igy a
RyR ¢és a fesziiltség-vezérelt csatorndk mikodése feltételezhetden nem modosult a
géncsendesités hatasara. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a SR Ca?*-raktara még a
SERCAI1D hianya esetén is bizonyos mértékben tjratoltédik [136], valoszinilileg egy masik
SERCA izoforma kozremiikddésével (SERCA2a). A kiszdmolt maximdlis pumpaaktivitas
értékek azt mutattak, hogy a csokkent SERCA1b expressziot mutatdo miotubulusok nyugalmi
Ca?*-szintje lassabban 4llt vissza a normal allapotra. Mivel a SERCA2a izoforma az egyetlen,
amely intakt formaban fordul el6 a C1 sejtekben, €s a nyugalmi Ca®*-szint csak lassan allt
vissza az eredeti allapotba, ezért ugy gondoljuk, hogy a normalis Ca’*-visszavételben ennek
az izoformanak nincs Kitiintetett szerepe, mig a SERCALb-nek annal inkabb esszencialis a
jelenléte. Ezt a hipotézist erésiti az a tény is, hogy a SERCA1 knock-out egerek, melyekben a
SERCAla mellett a SERCAI1b is érintett, Ca**-visszavétele joval lassabban zajlé folyamat
[137]. A tanulmanybdl kideriil tovabba az is, hogy ezek az egerek a sziiletésiiket kovetd 1-5
6ran beliil meghalnak. A SERCA1b expressziot nem (Cl) vagy csak részben csokkent
expressziot mutato sejtek (C5) a kontroll sejtekhez képest csokkent proliferaciot mutattak, a
miotubulusok pedig kevesebb sejtmagot tartalmaztak. A sejtproliferacidé soran, a SERCA1b
fehérje jelenlétének esszencialis szerepe van a kalcineurin regulalt jelatviteli itvonalban, mert
amikor a CaN gatloszerét, CSA-t adtunk a tapoldathoz, a kontroll és a Scr sejtek proliferacidja
lecsokkent, mig a C1 sejtek proliferacidja nem mutatott tovabbi csokkenést. A CSA hatasa
sejtspecifikus, mert mig idegsejtekben segiti a sejtek talélését [138], addig a vesesejtekben

egy CaN fiiggetlen utvonalon keresztiil toxikus hatast mutat [139]. Ezzel ellentétben az
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oszteoblaszt sejtvonalakban, és a kondrogenikus sejtekben a CSA egy potencialis CaN
inhibitor [16]. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CSA-val torténd gatlas a kondrogenikus
sejtek proliferacios ratajat csokkenti [140]. Kisérleteink soran a CSA-val torténd kezelés
hatasara a teljes mértékben csokkent SERCAI1b expressziot mutatdo sejtekben (Cl) a
proliferacids rata nem csokkent tovabb, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a CaN aktivitas

CSA-fiiggd komponensét nagy mértékben befolyasolja a SERCA1b aktivitas (24. abra).
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26. abra: Osszefoglalé abra a C2C12 miotubulusokon végzett kisérletes eredményeinkrél. A SERCA1b

fehérje jelenléte esszencialis szerepet tolt be a proliferacio és a differencialodas ideje alatt a C2C12 sejtekben.

A vazizom differencialodas egyik feltétele az, hogy egy adott teriileten beliil a mioblasztokbol
allo kultara konfluenssé valjon. Ekkor kialakulnak a 4-6 sejtmagbol allé primer miotubulusok,
majd pedig a mioblasztok tovabbi fuzidjaval képzddnek a szekunder miotubulusok, melyek
tobb sejtmagot tartalmaznak [141]. A C1 és Scr miotubulusok sejtmagszama kozott
szignifikans kiilonbséget talaltunk. Hasonld eredményre jutottak Porter és munkatdrsai is
[142], akik a SERCA pumpa gatlasara hasznalt tapszigarginnal kezelték a C2C12 sejteket, és
a miogenikus differenciacié zavarat tapasztaltak. Megfigyeléseink szerint a SERCAlb
géncsendesitett C1 miotubulusok atlagosan kevesebb, mint 5 sejtmagot tartalmaztak.
Feltételezhetéen a primer miotubulus képzédés szenvedett zavart, ezaltal a késobbi
differencialodas is gatlodott. Ez az eredmény hasonlé egy, az irodalomban talalt eredménnyel,

miszerint BC3H1 miogenikus sejtekben a szekunder miotubulusok kialakulasaért a SERCAla
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izoforma felel, mivel ezek a sejtek nem expresszaljak a SERCALb izoformat [97]. Ez a
megfigyelés ravilagit arra is, hogy a SERCA2a izoforma nem képes egyediili izoformaként
kompenzalni a SERCA1D hianyat a differencialodasi folyamatban. Ezt a tényt alatimasztjak a
mi eredményeink is, hiszen a C1 sejtekben, amelyben a SERCA1b teljesen hianyzik, a
miotubulusok fejletlenek, kevés sejtmagot tartalmaznak, mig a C5 sejtekben, ahol csak
részben gatolt a SERCALb expresszidja, a miotubulusok fejlettebbek és tobb sejtmagot
tartalmaznak. A SERCA1D izoformanak tehat elengedhetetlen a jelenléte mind a proliferacio,
mind pedig a differencidlodas ideje alatt C2C12 sejtekben. Osszefoglalasként elmondhato,
hogy fontos szerepet jatszik a Ca’*-homeosztazis fenntartasaban, és expresszios szintjének

valtozasa befolyasolja a SOCE-ban érintett fehérjék, a STIM1, CSQ, valamint a CaN

crer
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Osszefoglalas

A doktori értekezésemben bemutatott munka soran a migratorikus, kondrogenikus progenitor
sejtek purinerg szignalizaciojat, valamint a SERCALb fehérje csokkent expresszidjanak
hatasat vizsgaltuk vazizomsejtekben. Az értekezésben szerepld legfontosabb 1) eredményeket

az alabbiakban foglaltam Gssze:

e A CPC-kben spontin megjelend Ca’*-oszcillacioért elsGsorban a belsé raktarakbol
torténé Ca”*-felszabadulas és a raktar altal vezérelt Ca”*-belépés tehetd feleldssé. Ezek
a sejtek mind a STIMI, Orail fehérjéket, mind pedig az IP3R izoformékat
expresszaljak, de a RyR altipusai nem mutathatoak Ki rajtuk.

e Feltételezésiink szerint a purinerg szignalizacids folyamatok is szerepet jatszanak a
CPC-k kalciumhomeosztazisaban, ezért ennek bizonyitasa érdekében MRNS szinten
¢s fehérje szinten is megvizsgaltuk a purinerg receptorok altipusainak kifejezodését.
Az adenozin receptorok altipusai az Aj kivételével expresszalddnak, a P2X ionotrop
purinerg receptorok koziil a P2Xj, P2X4, P2Xs, P2Xs és P2X;7 altipusok voltak
kimutathatbak. A P2Y metabotrop purinerg receptorok altipusait is sikerdilt
detektalnunk. Amig Western-blot technika segitségével a P2Y receptorok koziil csak a
P2Y; és P2Y, volt detektalhato, addig a P2X receptorok 5 izoformajat sikeriilt
kimutatnunk.

e Az apiraz alkalmazasaval defoszforilaltuk az ATP-t és az ADP-t AMP-vé, ami a Ca?'-
tranziensek megsziinését eredményezte. Mindebbdl arra kovetkeztettiink, hogy
autokrin/parakrin purinerg szignalizacié 4allhat a Ca?*-tranziensek 1étrejottének
hatterében, és a Ca**-fliggd regulatorikus mechanizmusok fontos szerepet toltenek be

e A tovabbi vizsgalatainkban sikeriilt specifikus SERCA1b shRNS-sel stabilan
transzfektalnunk C2C12 vazizomsejteket, majd a puromycines szelekciot kovetéen
vizsgalni tudtunk olyan sejtpopuldciokat, melyekben teljes mértékben (C1) vagy csak
részben (C5) sikeriilt csokkenteniink a SERCA 1b expressziot.

e Vizsgiltuk a géncsendesités differencidlodasra kifejtett hatdsat. A vazizom
differencialodasa soran megjelend szabalyozd fehérjék expressziojat Western-blot
(MyoD, STIM1, CSQ, CaN) és RT-PCR technika (miosztatin, MCIP1.4) segitségével
detektaltuk. A teljes mértékben csokkent SERCA1b expressziot mutato sejtekben (C1)

a STIMI, CSQ, CaN expresszios szintje csokkenést mutatott, mig a MyoD expresszids
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szintje nem valtozott. Tovabba a miosztatin és a MCIP1.4 szintje is csokkent a C1
miotubulusokban.

e A funkcionalis vizsgélatok soran ismétl6do Ca**-tranzienseket véltottunk ki 120 mM
KCI adagolasa mellett a SERCAlb expressziot nem mutatd sejtekben. A KCI
adagolasanak kezd6é id6pontjat kovetden a 20. és a 40. s-ban is szignifikansan
magasabb volt a [Ca®];. Ebbé] arra kovetkeztettiink, hogy a Ca®*-visszavétel ezekben
a sejtekben joval lassabb, melyet jol jellemez a maximalis pumpa aktivitas megfigyelt
csokkenése.

e A SERCA1b-t nem expresszalo C1 sejtek csokkent proliferaciot mutattak, valamint a
miotubulusokban a sejtmagszam is alacsonyabb volt, sszehasonlitva a C5, Scr és

kontroll sejtek sejtmagszamaval.

Kulcsszavak: purinerg szignalizacio, migratorikus kondroprogenitor sejtek, Ca®*-oszcillacid
vazizom differencialodés, neonatalis SERCA1b fehérje, raktar altal vezérelt kalciumbelépés

(SOCE)
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Summary

This Ph.D thesis summarizes the results of investigation of the role of purinergic signalling
pathway in migratory kondrogenic progenitor cells and the effect of SERCALb genesilencing
on the differentiation of skeletal muscle cells. The new results presented in this work are the

follows:

e Ca®*-oscillations observed in CPCs were predominantly dependent on Ca**-release
and store replenishment via store-operated Ca’* entry. The CPCs express STIM1,
Orail proteins and all three IP3Rs, but no RyR subtypes were detected.

e Since periodic Ca?* transients in MSCs could be attributed to an autocrine/paracrine
purinergic signalling loop and we hypothesised the presence of a similar purinergic
signal transduction mechanism also in CPCs. We first carried out a comprehensive
mRNA transcript screening for all purinergic receptor mRNAs involved in Ca®
homeostasis and found that of the Al adenosine receptor subtypes A;, Axa and Agg,
but not Az adenosine receptor transcripts; of the P2X ionotropic purinergic receptor
subtypes P2X3, P2X,, P2Xs, P2Xg and P2X7, but not P2X; and P2X3; and mRNAs for
all Gq-coupled P2Y metabotropic purinergic receptor subtypes were detectable using
RT-PCR. Next, we applied immunoblot analyses to confirm the presence of these
molecules at the protein level. While all five P2X ionotropic purinergic receptor
subtypes were confirmed, only P2Y; and P2Y 4 could be identified.

e Enzymatic breakdown of extracellular nucleotides by apyrase completely abrogated
Ca®" oscillations, suggesting that an autocrine/paracrine purinergic mechanism may
drive Ca®* oscillations in these cells. Ca**-dependent regulatory mechanisms can be
supposed to influence their differentiation potential.

e The role of neonatal SERCA1b on C2C12 cells has also been established. To
understand its role during skeletal muscle differentiation, its synthesis has been
interfered with specific shRNA sequence. Decreased protein expression was
confirmed in the selected clones using a SERCA1b specific antibody at the miotube
stage. Clone C1 and another clone (C5) — in which SERCA1b was downregulated to a
lesser extent — were selected for further experiments.

e The expression of the regulatory proteins of skeletal muscle differentiation was
examined either by Western-blot at the protein level (MyoD, STIM1, CSQ, CaN) or
by RT-PCR (myostatin, MCIP1.4). The expression level of CSQ and STIM1 were
studied by Western-blot analysis. The scrambled shRNA transfection did not modify
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the expression level of CSQ, while in the clone C5 miotubes the expression showed a
moderate decrease. Furthermore, in clone C1 cells only a very weak band could be
detected. Similarly, STIM1 expression was slightly reduced in scrambled shRNA
transfected and clone C5 cells as compared to the parental cells, while the STIM1
expression was hardly detectable in clone C1. MyoD and CaN were clearly detectable
at protein level. The expression of MyoD was found to be unaffected. On the other
hand, the CaN showed a remarkable decrease in clone C1 and even in clone C5, as
compared to control cell types. Using specific primer pairs, an mRNA transcript
analysis of myostatin and the MCIP1.4 was performed. Myostatin showed a
significantly decreased mRNA expression in clone C1 as compared to scrambled
shRNA transfected cells, thus the myostatin transcript level correlated with the
SERCAI1b silencing. In parallel MCIP1.4 was proved to be statistically modified in
clone C1.

e In order to examine the functional consequences of the decreased expression of
SERCALb, repetitive Ca®*-transients have been evoked by applications of 120 mM
KCI. The significantly higher [Ca®*]; measured at the 20™ and 40™ seconds after the
beginning of KCI application indicated a decreased Ca®*-uptake capability which was
quantified by extracting the maximal pump rate.

e In parallel, clone C1 cells showed inhibited cell proliferation and decreased miotube

nuclear numbers as compared with scrambled control cells.

Key words: purinergic signalling, migratory kondrogenic progenitor cells, Ca**-oscillations,

skeletal muscle differentiation, neonatal SERCA1b, Store-operated calcium entry (SOCE)
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