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Bevezetés

A mozgasszervi megbetegedések az 50 éven feliili lakossag korében
leggyakrabban el6forduld, az életmindséget jelentdsen rontd elvaltozasok. Az
oszteoartritisz és a reumatoid artritisz az ENSZ Egészségligyi Vilagszervezete
joslatai alapjan 2020-ra a negyedik vezetd ok lesz a mozgéskorlatozottsag
kialakuldsaban.  Nem  elhanyagolhatd6 ~a  szerzett vagy  Oroklott
vazizombetegségek — disztrofiak, miozitiszek, miopatiak — el6fordulasi
gyakorisaga sem, amelyek mind a tiinetek tekintetében, mind pedig a nemek
kozott nagy heterogenitast mutatnak. Figyelembe véve azt, hogy e betegségek
sulyos formai leginkdbb az idosebb korosztalyt érintik, €és napjaink vezetd
problémai koz¢é tartozik a tarsadalom eloregedése, ezért ezekkel a problémakkal
a kozeljovOben még hangstlyosabban kell foglalkoznunk.

Kutatdcsoportunk elsésorban vazizom kutatassal foglalkozik, melynek soran
mind izomtenyészeteken, mind pedig egerek végtagjaibol izolalt izomrostokon
vizsgaljuk az intracellularis Ca®*-homeosztazist, és az abban szerepet jatszo
kulcsfehérjék expresszios mintazatat. Kollaboracio keretén beliil vizsgaljuk az in
vitro porcdifferencialodas szabalyoz6 mechanizmusait is. lrodalmi adatokbol
ismert, hogy vazizomsejteken és kondrocitakon a differencialoédasi folyamat
el6re haladtaval intracellularis Ca**-szint valtozasok figyelheték meg. Napjaink
leginkabb kutatott teriiletét képzik a mezenhimalis dssejtek, amelyek potencialis
szerepet jatszanak az oszteogenikus ¢és kondrogenikus differencialodasi
folyamatokban. A proliferalodas és differencidlodas ideje alatt szamos hormon,
citokin vagy transzkripcios faktor modulalhatja a sejteket, de sok esetben ezek a
hatasok az [Ca®*]i. befolyasolasan keresztiil fejtik ki hatasukat. A mezenhimalis
dssejtek primer, porcsejt irdnyba torténd differencialtatasa, és terapias célra valod
alkalmazasa egyre kutatottabb teriilet napjainkban. Az o0szteoartritisz iziileti
karosodassal jaré autoimmun megbetegedés, a hatvan év felettiek 15%-at érinti
a nyugati populacidban. A betegség kialakulasaért elsdsorban a matrixbontd

proteindz enzimek kontrolldlatlan termelddése, a proteoglikdnok fokozatos
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elvesztése, az extracellularis matrix atalakuldsa, valamint a porcsejtek talzott
masodlagos tlinetként alakulhatnak ki a betegség soran, de jelentés mértékben
hozzajarulhatnak a tiinetek stlyosbitdsdhoz. A porc- €és az izomszoveti teriilet
koros elvaltozasai gyakran egymas korkovetkezményeként jonnek 1étre.
Célkitiizés
A bevezetésben emlitett irodalmi ismeretek birtokdban céljaink a kovetkezdek
voltak:
1. A kondrogenikus progenitor sejtek (CPC-k) Ca**-homeosztazisanak
részletes megismerese.
2. A Ca®" -tranziensekért felelés szignalizacios utvonalak feltérképezése.
3. A belsé Ca**-raktarak funkcionalis karakterizalasa.
4. A szignalizacios Utvonalban szerepet jatszd fehérjék expresszios szintll
vizsgalata.
A proliferal6dé porcsejtek mellett, az egér eredetti C2C12 sejteken a SERCA1Db
fehérje expresszido csOkkenésének hatasat is vizsgalni kivantuk. Kivancsiak
voltunk arra, hogy a belsd Ca*-raktarak Ca’*-pumpajanak expresszio
csokkenése vagy esetleges hianya milyen valtozasokat eredményez. Mivel a
SERCAIb a dominans izoforma ezen sejtekben, ezért célul thztik ki a
kovetkez6 vizsgalatokat:

résztvevd fehérjék expresszids mintazata a csokkent SERCA 1b fehérje

hataséara?

6. A SERCA 1b fehérje expressziojanak csokkenése milyen esetleges
hatassal van az E - C kuplungra és a depolarizacio altal torténd Ca®*-
felszabadulésra?

7. A SERCA 1b csokkent expresszioja milyen morfologiai valtozésokat idéz

eld, modositja-e a differencidlodd izom novekedesét?



Anyagok és modszerek
Sejtkulturak

A kondrogenikus progenitor sejtek izolalasat, immortalizalasat Nicolai
Miosge ¢s munkatarsai irtak le els6ként. Az oszteoartrozisban szenvedd
betegekbdl (65-75 év) térdprotézis mitétet kovetden mintat vettek, amelybdl
lIétrehoztak a primer kultarat. A sejteket Dulbecco altal modositott Eagle’s
Mediumban (DMEM) tenyésztették, amelyet 10 % foetalis borjiszérummal,
50 U/ml penicillinnel, 50 ug/ml streptomycin antibiotikumokkal, valamint L-
glutaminnal (10 mM) egészitettek ki. A CPC sejtek immortalizaciojat lentiviralis
expresszids rendszerrel érték el (pLenti6/v5-hTERT). A sikeres transzfekciod
eredményeképpen 1étrejott az Un. CPC 531 sejtvonal, amelyet a tovabbi
kiserleteinkhez hasznaltunk.

A C2CI12 myoblastok egér eredetli vazizomsejtek, melyeket szintén
DMEM-ben tenyésztettiink, amelyet 10 % foetalis borjuszérummal, 50 U/ml
penicillinnel, valamint 50 pg/ml streptomycin antibiotikumokkal egészitettiink
ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO, jelenlétében tartottuk fenn. A sejtek
myotubulusokka torténd differencidlodasat, 80 %-os konfluencia elérését
kovetden, a tapoldat modositasaval biztositottuk. A differencialtatdo tapoldat
szintétn DMEM wvolt 5% 16szérummal, valamint a mar emlitett
antibiotikumokkal kiegészitve.

Liposzoma medialt transzfekcio

Az egér eredeti C2C12 vazizom-tenyészetekben RNS interferencia
modszert alkalmaztunk az endogén SERCA 1b fehérje expresszidjanak
csokkentésére. Az ShRNS-t liposzoma medialt transzfekcidval juttattuk a
sejtekbe a proliferacid6 megkezdéset kovetd 24-30 oraval. A transzfekciot Opti-
MEM tapoldatban 2,5 oran keresztiil végeztilk 37 °C-on termosztatban, majd
pedig 48 oran keresztiil a korabban emlitett DMEM tépoldatban hagytuk a
sejteket proliferalodni. 48 orat kdvetden a sejteket 1,5 pg/ml puromycin tartalmi
tapoldatban szelektaltuk.



Immuncitokémia

Az alabbiakban targyalt immunfestési technikat C2C12 sejtvonalon SERCA1la
és -1b fehérje kimutatasara alkalmaztuk. A sejtkulturakat foszfat pufferes
sooldattal atmostuk, majd 20 percen keresztiil jéghideg 70 %-0s etanollal
fixaltuk. A sejtmembran permeabilizalasat 15 perces kezelés soran 0,1 %-0S
Triton X-100-zal biztositottuk, majd az aspecifikus helyek blokkolasara 1%
borjiszérum-albumin oldatot (BSA) hasznaltunk. Ezutdn a sejteket primer
antitesttel inkubaltuk 4 °C-on, egy éjszakan keresztiil. Ezt kovetden minden
tenyészet esetén fluoreszceinnel konjugalt masodlagos IgG-t alkalmaztunk
1:500 aranyban PBS-ben higitva, 1 6ran keresztiil, szobahémérsékleten. A
sejtmagokat DAPI-val (4’,6-diamidino-2-fenilindol) tettilk lathatéva. Az
eredményeket konfokalis mikroszkoppal értékeltiik.

Western-blot

Vazizomtenyészetek esetében a SERCAla, SERCA1b, SERCA2a, CaN, CSQ,
STIM1, MyoD ¢és az aktin; CPC tenyészetek esetében a STIM1, Orail, IP3R
altipusok, 1onotrop €és metabotrop purinerg receptorok és az aktin kimutatasdhoz
teljes sejtlizatumot készitettiink a tenyészetekbol. A Western-blot vizsgalathoz
hasznalt mintdkat szonikéalassal feltartuk, majd 1/5 térfogath, Otszoros
tomeénységli elektroforetikus mintapuffer hozzaadasaval kezeltiikk és 5 percig
80°C-on foztik. A fehérjéket -elektroforézissel szétvalasztottuk, majd
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokat PBS-ben oldott sovany
tejpor 5%-os oldataval blokkoltuk, majd egy éjszakan at (4 °C-on) inkubaltuk a
primer antitesttel. Hairomszor 10 perc PBST-s (0,1% Tween 20-szal kiegészitett
PBS) mosas utan a membranokat torma peroxidazzal konjugalt IgG-vel
inkubaltuk. A jeleket kemilumineszcencias reakcidval detektaltuk.

RT-PCR

Az RT-PCR analizishez a tenyészetekbdl teljes RNS-t izoladltunk Qiagen
RNeasy® Mini Kit, illetve Trizol reagens segitségével. Az igy nyert RNS-

mintabol Omniscript reverz transzkripcios kit felhasznaldsaval, oligo(dT)
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primerek segitségével cDNS-t készitettiink. A specifikus ¢cDNS-szekvencidk
szekvencidk alapjan allitottuk eld. A PCR-mintékat végiil 1,5%-o0s agardzgélen
vizsgaltuk, EZ-Vision Three reagenssel megfestve.

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

A sejtek intracellularis [Ca®'] valtozasait Fura-2-AM fluoreszcens Ca®*-kotd
festék segitségével mértikk. A feltoltést 37 °C-on, 60 percen at végeztik. A
sejtekbe juttatott festék 340 ¢és 380 nm hulldmhosszasagok kozott valtakozd
gerjesztését a Photon Technology International (PTI) Delta Scan™ kettds
monokromatoros berendezés biztositotta. A Fura-2 altal kibocsatott fluoreszcens
fényt 510 nm-en, interferenciasziirdé kozbeiktatasaval, egy fotoelektron-
sokszoroz6 (PMT) segitségével detektaltuk. A két hullimhosszon torténd
gerjesztés soran mért fluoreszcencia-értékek hanyadosabol (R=Fz4o/Fsg0) az
alabbi egyenlet alapjan szamitottuk ki az intracellularis [Ca*]-t:
[Ca™]=Ko-B-(R-Rmin)/(Rmax R).

A sejteket folyamatosan perfundaltuk normal vagy kalciummentes Tyrode-
oldattal egy kiilsé perfizids rendszer segitségével, és a kiilonbdzé mérdoldatokat
egy lokalperfiizids rendszeren keresztiil adagoltuk kozvetleniil a vizsgalni kivant
sejtekre.

A sejtproliferacio és differencialodas vizsgalata

A C2C12 sejteket 3 cm atmérdjii milanyag Petri-csészékben tenyésztettiik, és az
1. naptol az 5. napig felvételeket készitettiink fazis kontraszt mikroszkophoz
csatlakoztatott fényképezogép segitségével. A kontroll sejtek mellett a SERCA
1b shRNS-el transzfektalt sejteket (C1, C5, Scr) is nyomon kovettiik, kontroll és
ciklosporinnal (CSA) kezelt koriilmények kozott. A CSA oldatot 200 nM
koncentracidban hasznaltuk, és minden 2. nap kezeltiik a sejteket. A tenyésztés
minden egyes napjan képeket készitettiink minden Petri-csésze (kezelt és
kontroll) 5-5 véletlenszertien kivalasztott latoterérdl. A sejtmagokat manualisan

korberajzoltuk, majd morfometrikus analizisnek vetettiik ala Oket.
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Kalcineurin-enzimaktivitas mérése
Az in vitro kalcineurin-enzimaktivitds (CaN) méréshez 10 cm atmérdji
miuilanyag Petri-csészében tenyésztettiik a sejteket, majd fiziologids séoldattal
lemostuk ¢és felkapartuk a tenyészetet. Centrifugalast kovetoen a sejtpelletet 100
ul RIPA-pufferben homogenizaltuk, amely protedz-inhibitorokat is tartalmazott.
A mintak szonikalasat kovetden centrifugaléasi 1épés kovetkezett (10,000xg, 10
(BCA) kezdtik el az enzimaktivitas mérést. A kalcineurin aktivitas
detektalasdhoz RII foszfopeptid szubsztratot adtunk a mintdkhoz, ¢és
meghataroztuk a felszabaduldo PO,> mennyiségét malachite green kolorimetrias
assay segitségével.

Eredmények
|.-Porcszovet —CPC sejttenyészetek
Az IPs-receptoron keresztiil, a belsé raktarbél felszabadulé Ca®* spontin
Ca’*-tranzienseket okoz
Kisérleteink kezdetén arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy a CPC
sejttenyészetek sejtjein megjelennek-e olyan funkcionalis receptorfehérjék, melyek
a spontan kialakulé Ca**-oszcillaciok kialakulasaért feleldsek. A Fura-2-AM
festékkel feltoltott porcsejtek intracellularis [Ca®*]-jat 1000 s-on keresztiil
detektaltuk. Tapasztalataink szerint a sejtek tobbsége (28 sejtbdl 20 sejt, 71%),
eltérd frekvenciaval és amplitadoval, spontan Ca**-tranzienseket produkalt normal
Tyrode-oldatban. A tranziensek atlagos frekvenciaja 1,3 x 10° + 1,3 x 10* Hz, az
idéegység alatt felszabaduld [Ca®*] mennyiségének atlagértéke 23,6 + 5,4 uM s, a
Ca”*-tranziensek atlagos amplitadé értéke 117 + 12 nM, a felszallo szar
meredeksége pedig 2,2 + 0,5 nM -s™ volt. Minden esetben 20 sejt atlagat vettiik
figyelembe. Annak eldontésére, hogy a citoszél megemelkedett Ca**-szintjéért a
bels$ raktarakbol felszabadulo vagy a plazmamembran Ca®*-csatornain keresztiil
bejutd Ca®* a felelds, tovabbi kisérletekre volt sziikség. Elészor Ca®*-mentes

Tyrode-oldatban vizsgaltuk a sejtek [Ca®']; valtozasait és azt tapasztaltuk, hogy a
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porcsejteken ilyen kériilmények kozott is megfigyelheték spontan Ca®*-tranziensek
(10 sejtbdl 9 sejt), az amplitadé és a frekvencia is csokkent az extracellularis Ca®'-
ot tartalmazd oldatban mértekhez képest. Extracellularis Ca”* hianyaban a
tranziensek atlagos frekvencidja 1,4 x 10° + 1,5 x 10™ Hz, az atlagos amplitado
78,5 + 9,8 nM, az egységnyi id6 alatt felszabaduldo [Ca*] mennyiségének
atlagértéke 14,7 £ 2,8 uM -s, a felszallo szar meredeksége pedig 1,7 + 0,4 nM -s™ —
nak adodott. A normél Tyrode-oldatban és a Ca**-mentes Tyrode-oldatban mért
Ca”*-tranziensek amplitudé értékei kozott szignifikans eltérést tapasztaltunk, de
sem a felszabadulé [Ca®*]-ban, sem pedig a felszalld szar meredekségében nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget a kontroll sejtek értékeihez képest.
Eredményeink arra utalnak, hogy a spontan oszcillaciok kialakulasaért nagyrészt a
bels§ raktarbol felszabadulo Ca®* felelés. Ezen allitas tovabbi bizonyitasara Gjabb
kiserleteket terveztiink, mely sordn azt vizsgaltuk, hogy a belsé raktarbol
felszabadulé Ca®* milyen jelatviteli és egyéb tGtvonalakat aktival. A kalcium
visszavételezéséért felelos SERCA pumpa gatlasara CPA-oldatot alkalmaztunk (10
uM) normél Tyrode-oldatban, mig a raktar altal vezérelt Ca**-belépés (SOCE)
gatlasara LaCls-t (500 uM) és YM-58483-t (1 uM) tartalmazo koktélt adagoltunk a
sejtekre. Miutan a sejtek nyugalmi Ca**-koncentracidja stabil értékre beallt, a
perfuzids rendszer segitségével a mérékadban az oldatot Ca®*-mentes Tyrode-
oldatra cser¢ltiik, majd CPA-t tartalmazo6 oldat (10 uM) adagolasaval kiiiritettiik a
raktarat. A regisztralt adatokbol szamolt felszabadult Ca®*-mennyisége 22,2+2.4
uM -s—nak adédott (n=25). Amikor az oldatot lecseréltiik 1,8 mM Ca**-tartalmt
Tyrode-oldatra, akkor nagy amplitadéju (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),
¢s LaCl; (500 uM) egyiittes jelenlétében megismételve, szignifikansan kisebb
amplitad6ja  tranzienseket regisztraltunk (n=13 ¢és n=8, p=0,005). Ezen
eredményekbdl arra kovetkeztettink, hogy a belsé Ca”*-raktarnak Kkitiintetett

szerepe van a spontan Ca*-oszcillacio kialakulasaban.
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A tovabbiakban arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy az ER-bol milyen
receptoron keresztiil valosul meg a Ca*-felszabadulds. A vizsgalat elsd
Iépéseként egy aspecifikus IPs-receptor blokkolo szert, az APB-t (75 puM)
alkalmaztuk Ca*-mentes Tyrode-oldatban. Ebben az oldatban nem
tapasztaltunk spontdan Ca®-oszcillaciot, igy hipotézisiink, miszerint a Ca®*-
felszabadulds IPs-receptoron keresztiil torténik, helytallonak bizonyult. Ezzel
ellentétben, 30 mM koffein adagoldsa nem befolydsolta sem a spontan kialakuld
tranzienseket, sem pedig a nyugalmi Ca?*-szintet.

A bels6é Ca”*-raktar fehérjéinek expresszios vizsgalata

Kisérleteink tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy a bels§ Ca**-raktar teriiletén
milyen fehérjék lokalizdlédnak porcsejtekben. Specifikus PCR primer pérokat
terveztiink, hogy azonositani tudjuk a Ca*'-felszabadulasban/visszavételben
résztvevo fehérjék mRNS-transzkriptumait. Eredményeink szerint mindharom
IPs-receptor izoforma (IP3R-1, 2, 3) megtalalhaté a porcsejtekben. A RyR
1zoformak kozil egyet sem tudtunk detektalni. A SOCE-ban szerepet jatszo
STIM izoformakat (STIM1, STIM2), ill. a plazmamembranban taldlhato6 CRAC
csatorna 3 izoformajat (Orail, Orai2, Orai3) szintén sikeriilt mRNS-szinten
azonositanunk. A kovetkezd 1€épésben megprobaltuk kimutatni ezen csatorndkat
fehérjeszinten is, Western-blot technika segitségével. Ehhez az adott fehérjére
specifikus antitestet hasznaltunk, és sikeriilt fehérjeszinten is kimutatnunk az
IPs-receptor izoformdkat, ugyanakkor a SOCE-ban résztvevd fehérjék koziil
csak a STIM1 és Orail fehérjék jelenlétére talaltunk bizonyitékot.

A Ca**-tranziensek kialakitasaban szerepet jatszo szignalizaciés itvonalak
felderitése

Kovetkezd kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy a Ca**-tranziensek
kialakitasaban milyen szignalizacids utvonalak jatszanak szerepet. Irodalmi
adatok arra utalnak, hogy huméan mezenhimalis 6ssejtekben (MSC-k) a Ca’'-
tranziensek kialakitasaért az autokrin/parakrin szignalizacios loop felelds. Ezek

alapjan feltételeztiik, hogy a purinerg szignalizacidés folyamatok szerepet
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jatszhatnak migratorikus progenitor sejtek kalciumhomeosztazisaban is.
Hipotézisiink bizonyitasa érdekében elészor mRNS-szinten vizsgaltuk a Ca®'-
homeosztazisban részt vevd purinerg receptorok kifejezdédését. Eredményeink
alapjan elmondhat6, hogy az A1 adenozin-receptor altipusai az Az kivételével
expresszalodnak (A, Aza, Azg), a P2X ionotrdép purinerg receptorok koziil a
P2X1, P2X4, P2Xs, P2Xg, P2X; kimutathato, illetve a Gg-fehérjéhez kapcsolt
P2Y metabotrop purinerg receptor altipusok (P2Ys, P2Yg, P2Yq, P2Y 19, P2Y 15,
P2Y 3, P2Y ) is detektalhatdoak RT-PCR segitségével a CPC-kben. Kovetkezd
Iépéskeént ezen transzkriptumok fehérjeszintli kifejezddését is megvizsgaltuk.
Amig a P2X receptor 5 izoformdjat sikeriilt kimutatnunk, addig a P2Y receptor
kozil csak a P2Y; és P2Y, valamint a P2Y, csak nagyon gyengén volt
detektalhato.

A fent emlitett receptorok funkcidjanak megallapitasdra egyedi sejten torténd
Ca”-mérést végeztink, P1 és P2 receptor agonistik adagolasaval. Az
altalanosan elfogadott P2 receptor agonista ATP-t 180 uM-os koncentracioban
alkalmazva a sejteken, gyors, nagy amplitidoju (338 £29 nM, n=44 sejt a 48-
bol, 91%) Ca**-tranzienst sikeriilt detektalnunk normal Tyrode-oldatban, melyet
ujabb ATP adagolasa mellett ismételten detektalni tudtunk. A tranziensek
atlagos idOtartamat az iddbeli félértékszélességgel (FTHM, full time at half
maximum) jellemeztiik, ami 16,1 +2,6 s-nak adodott. Ahhoz, hogy bizonyitani
tudjuk a P2X ¢és P2Y receptorok funkcionalis szerepét, nem-specifikus P2
receptor antagonistat, suramint (10 uM) alkalmaztunk. Suramin adagolésa
mellett a Ca®*-tranziensek jellemzé paraméterei nem valtoztak a csak ATP
adagolasa mellett rogzitett adatsorhoz képest, ami arra utal, hogy a Ca®'-
oszcillaciok kialakulasaért a suramin-inszenzitiv P2 purinerg receptorok (P2X4,
P2Xs és/vagy P2Y,) a felelések. A kisérletet Ca**-mentes koriilmények kozott
megismételve a repetitiv tranziensek ugyantugy detektalhatéak voltak, de a
kontrollhoz képest szignifikansan kisebb amplitudéval (205 £25 nM, n=35).

Ugyancsak szignifikdns kiillonbséget tapasztaltunk a felszalld  szar
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meredekségében is, a kontroll és Ca®*-mentes koriilmények kozott regisztralt
adatsorban (72,9 + 12,6 nM ‘s™ vs. 35,4 + 8,8 nM s, p<0,05). Ugyanakkor
nem taldltunk jelentds kiilonbséget a tranziensek iddtartama kozott a két mérési
adatsorban (20,6 £3,1 s; p=0,29). A fent emlitett eredmények azt sugalljak, hogy
mind az ionotrop P2X, mind pedig a metabotréop P2Y purinerg receptorok
és/vagy a SOCE hozzajarulnak a spontan Ca®*-oszcillaciok kialakulasahoz.
Amikor azonban 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%), ezért tigy gondoljuk, hogy a tranziensek létrejotte leginkabb a
metabotrép P2Y receptor aktivitasabol adodik, vagy a 2-APB aspecifikusan
gatolja a Ca” -belépést.

A kondroprogenitor sejtek Ca’*-homeosztazisaban kulcsszerepet jatszd P2Y
receptorok szerepének tovabbi, precizebb felderitésére a kovetkezd kisérleteket
végeztiik el. Kiilonbdzé P2Y receptor agonistakat alkalmaztunk a Ca®*-mérések
soran. Az UTP (P2Y, és P2Y, agonista, 100 uM) és az ADP (P2Y,, P2Y, és
P2Y 15 agonista, 100 uM) adagolsa 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), mig az UDP (P2Ye agonista, 100 uM) alkalmazisa mellett
semmilyen [Ca®*]; valtozast nem tudtunk detektalni (n=0 a 11 sejtbél). A Pl
adenozin receptorok funkcionalis szerepét adenozin (100 uM) adagoléasaval
vizsgaltuk. Eredményeink szerint a legtbb sejtben Ca®*-tranziens (n=16 a 18
sejtbdl) alakult ki, melyek amplitudojanak atlagos értéke 259 27 nM volt. A P1
receptor blokkold koffein (30 mM) adenozinnal torténd egyidejii alkalmazasa
mellett az intracellularis kalciumkoncentracidra kifejtett hatds elmaradt (10
sejtbdl egy sem vdélaszolt). Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a P1 receptoroknak, valamint a P2Y receptoroknak kitiintetett szerepiik

van a Ca”*-tranziensek 1étrej6ttében.
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Az ATP szerepének vizsgalata a spontan Ca”"-oszcillaciék kialakulasaban
Szerettik volna megvizsgélni, hogy a purinerg receptorok milyen moddon
jatszanak szerepet az ismétlédd Ca®'-tranziensek kialakulasaban. Ennek
kideritésére apirazt alkalmaztunk, mely defoszforildlja az extracelluléris
adenozin 5’-trifoszfatot (ATP) és adenozin 5’-difoszfatot (ADP), adenozin 5-
monofoszfattd (AMP). Magat az enzimet 5 U-mL™ koncentracioban alkalmaztuk
az egyedi sejten torténd Ca®*-mérés ideje alatt. Apiraz jelenlétében nem alakult
ki ismétlddé Ca*'-tranziens (n=5), amibSl arra kovetkeztettink, hogy az
extracellularis ATP jelenléte elengedhetetlen a spontan Ca®*-oszcillaciok
kialakulasaban.

I1.-Vazizomszovet-C2C12 sejttenyészetek

C2C12 sejttenyészetek, transzfekcio

Irodalmi adatokbél ismert, hogy az SR Ca”**-pumpajanak neonatalis izoformaja -
a SERCA1b- meghatarozo szerepet tolt be a myotubulusok és a fiatal allatok
véazizmanak Ca®*-homeosztazisaban. Kisérleteinkben ezért célul tiiztiik ki, hogy
megvizsgaljuk a SERCAI1b géncsendesitésének hatdsait. A  kisérletek
kivitelezéséhez C2C12 egér eredeti vazizomsejteket hasznéltunk, és olyan
expresszids vektort terveztiink, amely tartalmazza a SERCAT1D elleni specifikus
shRNS szekvenciat (pLKO.1-puro-CMV-tGFP). A sejttenyészeteken liposzoma
medialt transzfekciot alkalmaztunk. A transzfekcios hatékonysagot a SERCA1b
fehérjére specifikusan tervezett antitesttel ellendriztiik, Western-blot technika
segitségével.

Olyan klonokat kerestiink, amelyekben a SERCA1b fehérje expresszioja teljesen
vagy csak részben csOkkent. A puromycinnel szelektalt sejtkoloniakbol
kivalasztottuk az 1. klont (C1), ahol szinte teljes mértékben csokkent az
expressziod, €s az 5. klont (CS5), ahol csak részben sikeriilt lecsokkenteniink a
SERCAI1b fehérje expressziojat. Ezekbol a klonokbdl puromycines tapoldatban

tartva stabil klonokat hoztunk Iétre, és ezeket hasznaltuk a scrambled és kontroll
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sejtek mellett a tovabbi kisérletekhez. Minden Kkisérlethez kizardlag csak
terminalisan differencialédott myotubulusokat hasznaltunk fel.

A vazizom Ca”-homeosztazisaban és differencialodasaban résztvevé
fehérjék expresszios mintazatainak alakulasa a csokkent SERCA1lb
fehérjeszint hatasara

Kovetkezd kisérletsorozatunkban megvizsgaltuk azon fehérjék expresszios
szintjének a valtozasat, amelyek fontos szerepet jatszanak a vazizom Ca®'-
homeosztazisaban ¢és differencialédasban. Vizsgaltuk a kalszekvesztrin (CSQ), a
sztromalis interakcios molekulal (STIM1), a miogenikus transzkripcios faktor
(MyoD), a kalcineurin (CaN), a dihydropyridin receptor (DHPR), valamint a
SERCA2a expresszios szintjének alakuldsat a SERCAlb géncsendesitést
kovetben. A CSQ a legfontosabb Ca®*-kotd fehérje a SR-ban, a STIMI fehérje
pedig a SOCE kalcium szenzora az SR-ban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
CSQ expresszios szintje az 1. klonban csokkent az 5. klon, a scrambled és
kontroll mintdkhoz viszonyitva. A STIM1 expresszios szintje hasonloan alakult
a CSQ-hez, az 1. klénban csokkent expresszidt figyelhetiink meg, mig a Scr és
C5 sejtekben csak nagyon kis mértékii a csokkenés.

A MyoD expresszids szintje nem valtozott a transzfekciot kovetden, mig a CaN
expresszidja az 1. €s 5. klonban is jelentds csokkenést mutatott. Az eredmények
kvantitativ  analizisét kovetden megallapitottuk, hogy a SERCAIb
géncsendesités hatdsdra a kontrollhoz viszonyitva szignifikansan csokkent a
CSQ, a STIM1 ¢és a CaN expresszios szintje a Cl sejtekben. Sikeriilt
kimutatnunk a SERCAZ2a izoformat is, de az egyes mintak expresszios szintje
kozott nem talaltunk kiilonbséget.

Kisérleteink tovabbi részében a mRNS-szintli valtozasokat kovettiik nyomon.
Ehhez specifikus primer parokat terveztink. Vizsgaltuk a vazizom
differenciadlodds negativ regulatorat a myostatin-t, valamint a CaN aktivitasat
jelz6 modulatory calcineurin interacting protein-t, az MCIP1.4-t. A PCR

reakcioval felerdsitett amplimerek detektalasa soran azt tapasztaltuk, hogy mind

14



a myostatin, mind a MCIP1.4 szintje csokkenést mutatott a C1 sejtekben a
kontrollhoz viszonyitva.

A csokkent SERCA expresszié hatasa a Ca**-homeosztazisra

Kovetkezd kisérleteinkben a SERCAIlb fehérje expresszido csokkentésének
hatasat vizsgéltuk az elektromechanikai csatolasra és a depolarizacio Aaltal
kivaltott Ca®*-felszabadulasra a C1 és Scr sejtekben. A tranzienseket 120 mM
KCI extracellularis térben torténd adagolasaval valtottuk ki. A mérések
kiértékelése soran azt az eredményt kaptuk, hogy sem a tranziensek
amplitidéiban (681105, n=10 vs. 668+128 nM, n=10; kontroll és CI1 sejtek
eseteben), sem pedig a felszallo szar meredekségeében (606108 pM/s vs.
489+149 uM/s) nincs szignifikans kiilonbség (p>0,05) a C1 és a scrambled
sejtek kozott.

Tovabbi vizsgélatainkban a pumpa miitkodésében esetlegesen bekovetkezett
valtozasok hatésait kivantuk feltarni (PV ) a Scr, C1 és C5 sejtekben. A
nyugalmi [Ca*]; értékei kozott a tranziensek kialakuldsa el6tt nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget (108+4 nM a Scr sejtek esetében, 10944 nM a Cl1
sejtek esetében). A KCI 4ltal kivéltott tranzienseket kdvetden azonban az [Ca®*];
a Cl myotubulusokban lassabban tért vissza a nyugalmi szintre. A KCI
adagolasat kovetd 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 az [Ca®']; ugyanezen
idépontokban 150+7 nM (20. s-ban) és 135+5 nM (40. s-ban) volt. Ezek az
értekek a SERCAI1b géncsendesitett sejteken talalhatdé pumpak csokkent
aktivitasara utalnak. A tovabbiakban meghataroztuk a PV értékeket is.
Szignifikans kiilonbséget (p<0,01) talaltunk a C1 myotubulusokban (144424
uM/s), a C5 (382+16 uM/s) és a Scr myotubulusokhoz képest (454+41 uM/s). A
kapott értekek megerdsitették, hogy a SERCAIlb fehérje expresszidjanak

csokkentése nagy mértékben hozzajarul a pumpaaktivitas csokkenéséhez is.
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Kovetkezd 1épésben kiszamoltuk a fluxust, amely a RyR-on keresztiil
felszabadulo Ca**-arammal aranyos, majd dsszevetettiik a Scr sejtek adatait a C1
sejtekével. A fluxus értékei kozott szignifikdns (p<0,01) eltérést talaltunk
(610+60 (Scr) vs. 37764 uM/s (Cl)). Ugyancsak meghataroztuk a
felszabaditott Ca®" mennyiségét is, itt is szignifikinsan alacsonyabb értékeket
kaptunk a C1 sejtekben a kontrollhoz viszonyitva (576+80 uM vs. 843+75 uM;
p<0,05). Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiikk, hogy az SR Ca*'-tartalma
lényegesen kisebb, és ezaltal a raktarbol felszabadithaté Ca** mennyiség is
kevesebb a SERCA1b géncsendesitett myotubulusokban.

Az eddigi eredményekbdl levont kovetkeztetések tovabbi bizonyitasara a
kovetkezd méréssorozatot hajtottuk végre: Ca®*-mentes Tyrode-oldatban
kezdtiik a detektalast, majd CPA-oldatot (10 uM) adagoltunk a sejtekre szintén
Ca’*-mentes koriilmények kozott. A kialakult tranziensek amplitadoja és idébeli
felértekszelessége a Scr sejten lényegesen nagyobb volt, mint a C1 myotubulus
eseten. Ez arra utalt, hogy a csokkent SERCAI1b expresszio kovetkeztében a
Ca**-felszabadulas sebessége és mennyisége is jelentésen csokkent. Ennek
kvantitativ igazoldsara kiszamitottuk a tranziensek gorbe alatti teriiletét, mely az
SR-bol felszabadithato Ca®* mennyiségének jo kozelitését adja. Az igy kapott
adatok atlagoldsa utan megallapithato volt, hogy a belsé raktarbol
felszabadithatd Ca®* mennyisége szignifikinsan alacsonyabb a Cl
myotubulusokban a Scr myotubulusokhoz viszonyitva (5,8+t1,1 uM*s ¢és
15,7£1,8 uM*s; p<0,001).

A SERCA1lb csokkent expresszioja modositja a differencialodé izom
novekedését

Morfologiai vizsgalataink sordn nyomon kovettik a proliferacidos és
differenciacios periodusokat transzfektalt €s nem transzfektalt sejtek esetében. A
proliferacios rata meghatarozasara 10° sejtet raktunk ki tenyésztéedényenként (3
cm atmérdjii Petri csésze), és az 1. naptdl az 5. napig random latotereket

fotoztunk, majd megszamoltuk a sejtmagokat. A sejtmagok szamat mindig az 1.
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napon szamolt sejtmagszamra normalizaltuk. A tenyészetekrdl kapott adatok
kiértékelése alapjan a 4. tenyésztési napon a C1 sejtek normalizalt sejtmagszama
szignifikdnsan alacsonyabb (p<0,05) volt a kontroll sejtek sejtmagszaméahoz
viszonyitva (3,7€1,1 ¢és 9,1+£0,7). Tovabbi kisérleteinkben a terminalisan
differencialédott myotubulusokat fixaltuk, majd immuncitokémiai vizsgélatot
végeztiink, melyhez dezmint jelold elsddleges antitestet hasznaltunk. Az antitest
kotoédését FITC konjugalt masodlagos antitesttel tettiik lathatovd. Az
eredmények kiértékelését kovetden azt tapasztaltuk, hogy a terminalisan
differencialédott myotubulusok atmérdjében nincs szignifikans eltérés (p>0,05)
a CI1 ¢és Scr sejtekben. 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),
illetve az 5 vagy tobb sejtmagot tartalmazo myotubulusok szazalékos aranya is
alacsonyabb a CI1 sejtekben. Ezen eredmények megerdsitették a feltevésiinket,
miszerint a SERCAIlb csokkent expresszioja modositia a vazizom
differencialodast.

Annak igazolasara, hogy a SERCAIlb gatlasa a PP2B-n keresztiil vezet a
megvizsgaltuk ciklosporin A (CSA) kezelés mellett is. A CSA oldatot 200 nM
koncentracidban hasznaltuk, és minden 2. nap kezeltiik a sejteket. A tenyésztés
minden napjan képeket készitettiink minden egyes Petri-csésze (kezelt és
kontroll) 5-5 véletlenszertien kivalasztott latoterérdl. A kisérletek elvégzését és
kiértékelését kovetden azt tapasztaltuk, hogy a CSA csokkentette mind a
kontroll, mind pedig a C5 és Scr sejtek proliferacids ratajat, azonban a C1 sejtek
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 €s
3,7£1,1-nak adédott kezelt és kontroll esetben (p>0,4), amely 6sszhangban van a

CaN csokkent expresszios szintjével.
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Megbeszélés

I.Porcszovet-A kondroprogenitor sejtek belso Ca” -raktaranak funkcionalis
jellemzése és a Ca*-oszcillacio kialakitasaban betdltott szerepének
vizsgalata

A Ca’* a sejtek legtobb életfolyamataban fontos szabalyozo szerepet jatszik, igy
a differencialodasban is Kkitiintetett szereppel bir. Munkam egyik részében arra
kerestiik a valaszt, hogy human eredetli CPC-kben milyen ttvonalon keresztiil
valosul meg a repetitiv Ca**-oszcillacio, és milyen fehérjék vesznek részt ennek
szabalyozasaban. Ahhoz, hogy karakterizalni tudjuk a belsé Ca**-raktarat, meg
kellett vizsgalnunk a szabalyozasban ¢€rintett fehérjék expresszids mintazatat. Az
endoplazmatikus retikulum (ER) két, a Ca®*-felszabaditasban fontos szerepet
jatszo csatornajat vizsgaltuk, az IP3R altipusait, valamint a RyR-t, mely utobbi
expresszidjat nem sikeriilt kimutatnunk. A CPC-kben mind a harom IP3R altipus
detektalhatd. A Ca**-oszcillacio kialakulasa az IP3R altipusainak relativ
expresszios szintjétél, illetve endogén modulatorok, mint az IP5, Ca** és ATP
megjelenésétl fiigg. A belsé Ca®*-raktarbol torténd, IP;R-medialt Ca?*-
felszabadulas nélkiilozhetetlen a Ca**-oszcillacio kialakulasaban, ezért az egyedi
sejten torténé Ca’'-mérés soran egy aspecifikus IPsR blokkolét, a 2-APB-t
hasznaltuk, melynek hatasara a spontan bekovetkezd Ca**-események eltiintek.
Megvizsgaltuk tovabba a SOCE mechanizmusat is, amely szintén esszencialis
szerepet tolt be a CPC-k Ca**-oszcillacidjaban. Feltételezésiink szerint, a CPC-
kben kialakulé Ca**-oszcillacio alapja az IPsR-on keresztiil torténd Ca®*-
felszabadulas, és a SOCE mechanizmus révén a raktar altal vezérelt Ca®'-
belépés. Ezt az elképzelésiinket alatamasztjak a CPA-val végzett kisérleteink
eredményei is. Arra a kérdésre azonban, hogy a CPC-kben megfigyelhetd Ca®*-
oszcillacio kialakulasdnak hatterében milyen fehérjék allnak, az irodalomban
nem talaltuk meg a valaszt. A CPC-k esetében csak a STIM1 expresszidjat
sikeriilt kimutatnunk. A spontan Ca”*-tranziensek kialakuldsdban a STIMI

fehérjének meghatarozd szerepe van, €s esszencidlis szerepet tolt be az Orail
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fehérjek punktakba torténd rendezédésénél is. Habar az Orai izoforméknak tobb
tipusa ismert, a CPC-k csak az Orail-t expresszaljak.

Purinerg szignalizici6 és a Ca”"-oszcillacié autokrin/parakrin szabalyozasa
Human MSC-kben a Ca®*-oszcillacio kialakulasaért egy autokrin/parakrin
purinerg loop tehetd feleldssé, ahol ATP felszabaduldsat kovetéen a P2Y;
metabotrop purinerg receptor stimulaldédik, majd a PLC ttvonal aktivalodik.
Ezen tények ismeretében kivancsiak voltunk arra, hogy a human CPC-kben,
ahol az extracellularis nukleotidok gyulladdsos medidtorokkal egytitt
szabadulnak fel, milyen szerepet toltenek be a purinerg receptorok.

Tekintettel arra, hogy a Pl receptor altipusok a kondrocitdkban is
expresszalddnak, eldszor a P1 purinerg receptor profilra voltunk kivancsiak.
Eredményeink szerint CPC-kben az A;, Aya és Ap expresszioja megfigyelhetd,
mig az Aj receptor expresszidja nem volt detektalhatd. Kovetkezd 1épésben a P2
purinerg receptorok expressziés mintazatanak alakuldsat tanulmanyoztuk.
Fluoreszcens Ca’*-mérés soran, extracellularis ATP adagoldsaval 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 amplitadé és az
FTHM is. Ezzel ellentétben, amikor az ATP-t egyiitt alkalmaztuk az IP3R nem
specifikus inhibitoraval, a 2-APB-vel, a vizsgalt sejtek tobbsége nem valaszolt,
bizonyitva ezzel, hogy az extracellularis nukleotidok elsddleges kotodési
célpontjaik a metabotrép P2Y receptorok. Tovabbi vizsgalatainkban kiillonb6z6
P2 receptor agonistakat (ATP, ADP, UTP és UDP), valamint egy nem specifikus
antagonistat, a suramint alkalmaztuk, igy sikeriilt igazolnunk a P2Y,, P2Y,,
P2Y,4, P2X, és P2Xg receptorok funkcionalis aktivitasat CPC-kben.
Osszegzésként elmondhatd, hogy elséként mutattuk be és térképeztiik fel a
CPC-k Ca”*-homeosztazisaban szerepet jatszo purinerg szignalizacios tvonalat,

¢s az abban szerepet jatszo fehérjék expresszidjat. Bizunk benne, hogy ezek az
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eredmények hozzajarulnak majd az oszteoartrdzis soran kialakuld porcszovet
degeneraci6 cellularis folyamatainak jobb megértéséhez.

I1.Vazizomszovet- A SERCA1b fehérje expresszio csokkentése és ennek a
Ca’*-homeosztazisban résztvevé fehérjék expressziéjara gyakorolt hatisa

A SERCA izoformék zavartalan milkdése elengedhetetlen a sejtek Ca®*-
homeosztazisanak fenntartasaban. Jelen értekezés masodik felében a neonatalis
SERCA izoforma, a SERCA1b szerepét ¢s csokkent expresszidjanak hatasat
vizsgaltuk C2C12 vazizomsejteken. A C2CI12 sejtek stabil transzfekciojat
kovetden sikertiilt 1étrehoznunk olyan klonokat, amelyekben teljesen (C1 sejtek)
vagy csak részben (C5 sejtek) csokkentettiik a SERCAI1D fehérje expresszidjat.
A SERCALlb fehérje myoblastokban csak kis mértékben expresszalodik, mig
myotubulusokban ennél joval nagyobb expressziot mutat, bizonyitva ezzel, hogy
jelenléte elengedhetetlen a myotubulusok és az SR fejlddése soran.

Western-blot modszer segitségével vizsgaltuk a SOCE-ban ¢érintett fehérjék
(STIM1, CSQ, DHPR) expresszios szintjét, valamint kivancsiak voltunk még a
CaN ¢és a MyoD expresszios szintjének valtozasara is. A kisérleteink elvégzését
kovetden azt talaltuk, hogy a SERCA1b shRNS-el transzfektalt sejtekben, mind
a C1, mind pedig a C5 tenyészetekben csokkent a CaN expresszidja, mig a CaN
aktivitasat jelzé marker, a MCIP1.4 mRNS szintje csak a C1 sejtekben mutatott
csokkenést. Ugyanezen sejtek esetében expresszios szint csokkenest
tapasztaltunk a CSQ fehérje esetében is, amely a SR legfontosabb Ca®*-koté
fehérjéje, igy a kapott adat az SR alacsonyabb Ca**-kotését mutatja. A STIM1 a
SOCE mechanizmus egyik kulcsszerepldje. A SERCAIlb-hez hasonldoan a
STIM1 molekulénak is elengedhetetlen szerepe van az izomfejlédés soran. Ezt a
szoros kapcsolatot megerdsitik a mi eredményeink is, hiszen ott ahol a
SERCALb fehérje expresszioja csokkent, a Ca**-szenzorként is ismert STIM1
molekula expresszidja is csokkent. Eredményeink alapjan Ggy gondoljuk, hogy a
SERCA1b fehérje és a STIM1 molekula expresszids szintjének csokkenése a

myoplazmabél egy lassabb Ca®*-visszavételt eredményez. Ezzel sszefiiggésbe
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hozhat6 tovabba a korabban emlitett CSQ expresszids szint csokkenése, ami a
SR alacsonyabb Ca**-szintjéért tehetd feleléssé. A myogenikus transzkripcios
faktor, a MyoD expresszids szintjében nem taldltunk kiilonbséget, igy
valoszintlileg a SERCA1b nem a myogenikus differencidcidban jatszik szerepet,
hanem a differenciacid késébbi folyamataiban. A CaN expresszids szintje
csokkent a Cl1 myotubulusokban, ami pedig a MCIP1.4 mRNS-szintii
csOkkenését okozta. PCR technika segitségével vizsgaltuk még az
izomdifferencialodas negativ regulatorat, a myostatin fehérjét is, és
eredményeink szerint a C1 sejtekben csokkent a myostatin expresszidja. Ezen
fehérje ugyan nincs kozvetlen kapcsolatban a SOCE-val, azonban
munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a myostatin hianyos egerekben a
SOCE megvaltozik.

Az elektromechanikai csatolas vizsgalata kontroll és SERCA1b specifikus
ShRNS-sel transzfektalt sejtekben

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a SERCAI1b géncsendesités hatisat az
elektromechanikai csatolasra. Ismételt Ca®*-tranziensek kivaltisa soran magas
K*-koncentracié adagoldsa mellett, sem a tranziensek amplitidéiban, sem a
felszallo szar meredekségében nem tapasztaltunk eltérést a C1 sejtekben a Scr
sejtekhez viszonyitva, igy a RyR és a fesziiltség-vezérelt csatorndk miitkodése
feltételezhetben nem modosult a géncsendesités hatdsara. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az SR Ca®*-raktira még a SERCAI1b hianya esetén is
bizonyos mértékben Ujratoltdédik, valdsziniileg egy masik SERCA izoforma
kozremiitkodésével (SERCA2a). A kiszamolt maximalis pumpaaktivitas értékek
azt mutattak, hogy a csokkent SERCAIb expressziot mutatd myotubulusok
nyugalmi Ca®*-szintje lassabban allt vissza a normal éllapotra. Mivel a
SERCA2a izoforma az egyetlen, amely intakt formaban fordul el6 a Cl1
sejtekben, és a nyugalmi Ca”*-szint csak lassan allt vissza az eredeti allapotba,

ezért ugy gondoljuk, hogy a normalis Ca®*-visszavételben ennek az izoformanak

21



nincs kitlintetett szerepe, mig a SERCAlb-nek anndl inkabb esszencialis a
jelenléte.

A SERCAI1b expressziot nem (C1), vagy csokkent expressziot mutatd sejtek
(C5) a kontroll sejtekhez képest csokkent proliferaciot mutattak, a myotubulusok
pedig kevesebb sejtmagot tartalmaztak. A sejtproliferacid soran a SERCA1b
fehérje jelenlétének esszencidlis szerepe van a kalcineurin regulalt jelatviteli
utvonalban, mert amikor a CaN gatloszerét, CSA-t adtunk a tapoldathoz, a
kontroll és a Scr sejtek proliferacidja lecsokkent, mig a C1 sejtek proliferacioja
nem mutatott tovabbi csokkenést. Kisérleteink soran a CSA-val torténd kezelés
hatasara a SERCA1b expressziot nem mutato sejtekben (C1) a proliferacios rata
nem csOkkent tovabb, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a CaN aktivitds CSA-
fliggd komponensét nagy mértékben befolyasolja a SERCA1b aktivitas. A C1 és
Scr myotubulusok sejtmagszama kozott ugyancsak szignifikans kiilonbséget
talaltunk. Megfigyeléseink szerint a SERCAIlb géncsendesitett ClI
myotubulusok atlagosan kevesebb, mint 5 sejtmagot tartalmaztak.
Feltételezhetéen a primer myotubulus képzédés szenvedett zavart, ezaltal a
késobbi differencidlédas is gatlodott. A SERCAI1b izoformanak tehat
elengedhetetlen a jelenléte mind a proliferacio, mind pedig a differencialodas
ideje alatt a C2C12 sejtekben. Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a SERCA1b
fontos szerepet jatszik a Ca’‘-homeosztazis fenntartasiban, és expresszios

szintjének valtozasa befolyasolja a SOCE-ban ¢érintett fehérjék, a STIM1, CSQ,

s
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Osszefoglalas
A doktori értekezésemben bemutatott munka soran a migratorikus,
kondrogenikus progenitor sejtek purinerg szignalizaciojat, valamint a SERCA1b
fehérje csokkent expressziojdnak hatasat vizsgaltuk vazizomsejtekben. Az
értekezésben szerepld legfontosabb 1) eredményeket az aldbbiakban foglaltam
0ssze:

e A CPC-kben spontan megjelend Ca**-oszcillacidért elsésorban a belsé
raktarakbol torténé Ca*'-felszabadulas és a raktar altal vezérelt Ca®*-
belépés tehetd feleldssé. Ezek a sejtek mind a STIM1 és Orail fehérjéket,
mind pedig az IP3;R izoformakat expresszaljak, de a RyR altipusai nem
mutathatoak ki rajtuk.

o Feltételezésiink szerint a purinerg szignalizacios folyamatok is szerepet
jatszanak a CPC-k kalciumhomeosztazisaban, ezért ennek bizonyitasa
érdekében mRNS szinten €s fehérje szinten is megvizsgaltuk a purinerg
receptorok altipusainak kifejez6dését. Az adenozin receptorok altipusai az
A; kivételével expresszalodnak, a P2X ionotrdp purinerg receptorok koziil
a P2Xy, P2X,4, P2Xs, P2Xs és P2X; altipusok voltak kimutathatoak. A
P2Y metabotrop purinerg receptorok altipusait is sikeriilt detektalnunk.
Amig Western-blot technika segitségével a P2Y receptorok koziil csak a
P2Y, és P2Y, volt detektalhatd, addig a P2X receptorok 5 izoformajat
sikeriilt kimutatnunk.

o Apiraz alkalmazasaval defoszforilaltuk az ATP-t és az ADP-t AMP-v¢,
ami a Ca”-tranziensek megsziinését eredményezte. Mindebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy autokrin/parakrin purinerg szignalizacié allhat a
Ca’*-tranziensek létrejottének hatterében, és a Ca**-fliggd regulatorikus
folyamataban.

e A tovabbi vizsgalatainkban sikeriilt specifikus SERCA1b shRNS-sel

transzfektalnunk C2C12 vazizomsejteket, majd a puromycines szelekciot
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kovetden vizsgalni tudtunk olyan sejtpopulacidkat, melyekben teljes
mértékben (C1) vagy csak részben (C5) sikeriilt csokkenteniink a
SERCAT1b expressziot.

Vizsgaltuk a SERCALb géncsendesités differencialddasra kifejtett hatasat.
A vazizom differencidlédasa sordn megjelend szabalyozo fehérjék
expressziojat Western-blot (MyoD, STIM1, CSQ, CaN) és RT-PCR
technika (myostatin, MCIP1.4) segitségével detektaltuk. A teljes
mértékben csokkent SERCAlb expressziot mutatd sejtekben (Cl1) a
STIM1, CSQ, CaN expresszios szintje csokkenést mutatott, mig a MyoD
expresszids szintje nem valtozott. A myostatin és a MCIP1.4 szintje
szintén csokkent a C1 myotubulusokban.

A funkcionalis vizsgalatok soran ismétlédd Ca**-tranzienseket véltottunk
ki 120 mM KCI adagolasa mellett a SERCAI1b expresszidt nem mutato
sejtekben. A KClI adagolasanak kezd6 idopontjat kovetden a 20. €s a 40.s-
ban is szignifikinsan magasabb volt a [Ca*'];. Ebbél arra kovetkeztettiink,
hogy a Ca’*-visszavétel ezekben a sejtekben joval lassabb, ezt mutatja a
maximalis pumpa aktivitas megfigyelt csokkenése.

A SERCA1b-t nem expresszald C1 sejtek csokkent proliferaciot mutattak,
valamint a myotubulusokban a sejtmagszam 1is alacsonyabb volt,

Osszehasonlitva a C5, Scr €s kontroll sejtek sejtmagszamaval.
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