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1. Bevezetés

A modern korral jar6 egészségtelen taplalkozas és mozgasszegény életmod, valamint az
egyre kitolddo atlag életkor miatt egyre elterjedtebb a mozgasszervi, azon beliil is az iziileti
megbetegedések szama a tarsadalomban. Manapsag egyre népszeriibb téma és szamos kutatas
foglalkozik ezért a vazrendszeri deformitasokkal és azok kialakulasaért felelos tényezokkel.
Ezen defektusok gyogyitdsara els6sorban miitéti beavatkozasok dallnak rendelkezésre, a
porcszovet gyenge regeneracios képessége miatt. Ilyen problémék felléphetnek sportoloknal
elhanyagolt sériilések kovetkeztében torténd mechanikai deformitdsok formajaban, valamint az
Osszes korosztalyt érintdé olyan megbetegedéseknél, mint az osteoarthritis, koszvény,
alkdszvény. Az osteoarthritis, mas néven degenerativ iziileti betegség, az egyik leggyakoribb
izlilet teljes szerkezeti valtozasat okozza. [1] Az iziileti gyulladasok koz¢ soroljuk a koszvényt
¢s az alkoszvényt. Mig a koszvény natrium-urat kristadlyokkal kothetd Ossze, az alkdszvény
esetén az iziileti gyulladas kalcium-pirofoszfat-dihidrat kristalyok lerakddasaval jon 1étre. Ezen
problémékra az orvostudomany a mai napig nem tud végleges, hosszu tavi megoldast
biztositani, csak a tlinetek enyhitésére van lehetdség, melyek tobbek kozott gyodgytorna,
gyulladdscsokkentdk alkalmazasa és kiilonféle miitéti beavatkozasok. [1]

Az elmult évtizedben szamos tanulmany azonositott olyan Tranziens Receptor Potencial
Vanilloid 4 (TRPV4) ioncsatorna mutdciokat emberekben, melyek mozgésszervi
megbetegedéseket okoznak. Ezen betegségekben megjelend TRPV4 szerepének ¢és
mitkddésének feltérképezése a mutaciok okozta mechanizmusok megértését vonhatja maga
utan. Bar a TRPV4 szamos szovetben expresszalodik, a mutdciok hatisa elsdsorban a
tdmasztoszoveti rendszerekben és az idegrendszerben jelentkezik, ez is jelzi, hogy ezekben a
szovetekben a TRPV4 kulcsfontossagi szerepet tolt be. A TRPV4 mutaciok okozta
vazrendszeri betegségeket két nagy kategoriara tudjuk sorolni: vazrendszeri diszplazidk és
iziileti betegségek (artropatia). El6bbinek széles skaldja ismert, melynek legenyhébb valtozata
a szkolidzis, rovidiilt test-, végtag- és ujjhossz, mig a legsulyosabb diszplazia tipusok
ujsziilottkori elhaldlozashoz vezet. [12] A vazrendszeri diszplazidkat okozo TRPV4 mutaciok
koziil sok olyan ,,gain-of-function” mutacié van, ahol a mutaci6 ndveli a csatorna Ca?*
permeabilitasat. Az iziileti megbetegedések ezzel szemben a kor elérehaladtaval alakulnak ki,
fajdalmas, deformalt iziilettel és iziileti gyulladdssal jarnak. [13] Itt a csatorna funkcidjanak

csokkenése, részlegesen a TRPV4 csatorndk normalis Ca?* permeabilitasa korlatozodik. [2]



2. Irodalmi attekintés

2.1. Porcszovet

A porcszdvet a koto- €s tamasztdszovetek kozé tartozo avaszkularis szovet. Ezen szovet
csoporton beliil harom tipust, a rugalmas-, rostos- és a hyalinporcot kiilonitjiik el osszetétel és
funkci6 alapjan. A leggyakoribb forma a hyalinporc, vagy iivegporc, mely az iziiletek felszinén
vagy a légcsoben jelenik meg legnagyobb mennyiségben. Laboratériumunk évtizedekre
visszamenden hyalinporccal foglalkozik. A szdvet sejtjeit chondrocytanak hivjuk, melyeket
tivegporcra jellemzé sejtkozotti allomany, proteoglikanokban gazdag extracellularis matrix
(ECM) veszi koriil. A porcszovet avaszkularis, vagyis érmentes szovet, és beidegzése sincs. [3]

A légesovek C porca vagy a bordaporc olyan hyalinporc, melyet porchartya
(perichondrium) borit. A perichondriumot 2 fobb rétegre oszthatjuk, a tomott rostos
kotdszovetben gazdagabb stratum fibrosum, valamint egy belsd lemezre, melyet stratum
chondroblasticumnak hivunk. Utobbi még differencialatlan chondroprogenitor sejtekbdl all,
melyek a porc ndvekedésével chondroblast sejtek, majd chondrocytdkka fejlédnek. A
chondroprogenitor sejtek mesenchymalis dssejtekbdl (MSC) differencidlodnak €s alakulnak ki.
A porchartyaban talalhatunk ereket, melyek lassu difftzidval latjdk el a porcszdvet sejtjeit
tapanyaggal, valamint oxigénnel. A porcmatrix alapegysége a chondron, mely az egy
chondroprogenitor sejtbdl létrejott chondrocytdkat foglalja magéba. A chondronban a
chondrocytak felé haladva emelkedik az aggrekan proteoglikan koncentracidja, mely a II-es
tipusu kollagénhez hialuronsavon keresztiil kotédik. A porcszovet ezeknek a chondronok az
Osszességébdl €s azok kozotti interterritorialis matrixbol all. [3]

Az embrionalis fejlodés soran is megjelenik az iivegporc, ugyanis az enchondralis
csontosodds soran a hyalinporc biztositja a csontok templatjat. A porcszovet fokozatos
elmeszesedésevel csontszdvet valtja fel a porcszovetet. A hossziranyt novekedést az epifizisek
hataran megjelend novekedési porckorong fogja biztositani. Ebben a struktiiraban a porcsejtek
folyamatos osztdédason mennek végig, de maga a porckorong mérete valtozatlan marad. Négy
rétegét kiilonithetjiik el, ahol az els6é a nyugalmi zoéna: itt a chondrocytak nyugalmi allapotban
vannak. Az osztédasi zonaban a chondrocytdk fokozott osztodasi/proliferacids rataval
jellemezhetéek ¢és oszlopokba rendezddnek. Ezt kovetéen a sejtek maturacion mennek

keresztiil, majd a hypertrophias zonaban a sejtek jelentds megnagyobbodason, hipertréfian



mennek keresztiil, mellyel parhuzamosan megindul a kalcifikacio a sejtoszlopok kozti hosszanti
lefutasti porcmatrix-gerendakban. A negyedik rétegben, mely kozvetleniil a diaphysis felett
helyezkedik el, a chondrocytdk apoptézison mennek at, térmelékiiket chondroclastok,
porcszovetre jellemzé makrofagok tavolitjak el. A vérereken keresztiil érkezd osteoprogenitor
sejtek sorozatos osztodasba kezdenek és az elmeszesedett porcgerendakon megtapadnak. A
beldliik 1étrejové utddsejtek osteoblastokka differencidlodnak és a csontmatrixra jellemzo
ECM-et kezdenek el termelni. A hosszi csoves csontok novekedése embernél olyan 22 éves
korra lezarul és a novekedési porckorong elcsontosodik. Ezen porcos alapti csontosodasi
folyamatok vizsgalata megoldast adhat olyan vazrendszeri defektusokra, mint az
achondroplasias torpendvés.

iziileti porcnak nevezziik azt a tipust hyalinporcot, mely a synovialis iziiletek iziileti
felszinét boritja. Az ilyen elhelyezkedésii tivegporc nem rendelkezik perichondriummal. Négy
réteget kiilonithetiink el egymastél a benniik taldlhaté chondrocytdk alakja, valamint az
interterritorialis matrix kollagénrostok lefutasa alapjan. [3] “A felszini (I.) zondban a
kollagénrostok az iziileti felszinnel parhuzamosan futnak, a kozépso (II.) zonaban egymast
keresztezve hajlanak a mélybe, mig a mély (III.) zonaban lefutési iranyuk a felszinre merdleges.
Az iziileti porcrétegnek a legmélyebb, a subchondralis csontszdvettel hataros zoéndjaban a

matrix elmeszesedett. [3]

2.2. Kisérleti modell

Laboratériumunk évtizedek ota alkalmazza a chondroprogenitor sejtekbdl eldallitott
primer, nagy sejtslirségii, micromass sejttenyészetet. A kutatasok soran az egyik legkedveltebb
hasznalt in vitro porcdifferenciacios modell. A sejttenyészetek elsGsorban porcosodd
mesenchymalis sejtekbdl allnak, de a fibroblaszt populacié mellett kevés myoblasztot és
hamsejtet is tartalmaznak. A micromass kultirakon alapuld, konnyen reprodukalhaté kisérleti
modell sokrétli informacidval szolgalhat a porcdifferenciaciés mintdzat valtozasairdl, a
jelatviteli utvonalak szabalyozéasardl €s exogén faktorokkal vald befolyasolhatosagarol.
Ezekben a kultirdkban az id6 eldrehaladtaval spontan lejatszodik a porcosodas folyamata. A
mesenchymalis sejtek osztodoképessége megemelkedik (proliferacio), a sejtek csomokba
rendezddnek, Gigynevezett nodulusokat alakitanak ki (aggregacio), elveszitik nyulvanyaikat,

lekerekednek.
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1. abra: Sematikus abra a chondrocyta differenciaci6 folyamatar6l micromass kultiraban. N: Nodularis

tér. IN: Internodularis tér.

2.3. Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 4 (TRPV4)

A kutatds célmolekuldja a Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid 4 (TRPV4)
ioncsatorna, melynek szerepe lehet a fentiekben emlitett iziileti és egyéb véazrendszeri
deformitasok kialakulasaban. A TRPV4 a Tranziens Receptor Potencidl (TRP) csatorndk koziil
negyedik tagja a vanilloid alcsaladnak. A TRPV4 egy nonszelektiv kationcsatorna, azonban
kalcium ateresztd képessége a legjelentésebb. A csatorna tetramer szerkezetli és minden
alegység transzmembran doménbdl all. A Transzmembran (TM) 5 és 6 domének kozott huzddo
porushurok kozott pozitiv toltésii ionok transzportja torténik. [6,7] A fehérje 871 aminosavbol
all és C-, illetve N-terminalisa egyarant intracellularisan helyezkedik el. (2. abra). A receptor
aktivitasat szamos ligand befolyasolja, melyek lehetnek exogén vagy endogén eredetiiek. A
TRPV4 agonistak koziil a leggyakrabban hasznaltak a GSK1016790A és a 4a-Phorbol-12,13-
didecanoat (4aPDD). Fontos megjegyezni, hogy elébbi akar 300-szor erdsebb, mint az utobbi
kezeldanyag. Mindkettd szelektiv agonista anyagok, melyet széles kozben alkalmaznak a
TRPV4 aktivaladsanak in vitro és in vivo farmakoldgiai vizsgalatokban [9]. Nem szelektiv
TRPV4 antagonista, vagyis gatld hatast anyag 1étezik, példaul haromértékii kationok, mint a
gadolinium-ion (Gd®"), valamint a kapszazepin, vagy ruténium-vérds (RR). Vizsgalataink
soran a HC-067047 nevii antagonista kezel6anyagot hasznaltuk. Ezen kiviil a cég, tobb gatld

hatdsu antagonista molekulat is kozzétett, példaul a GSK2193874 jelzésli antagonista



kezeldanyagot. Természetes eredetli TRPV4-csatorna blokkol6 anyagok is el6fordulnak, ilyen
példaul a citromfd egyik jellegzetes izt ado komponense, a citral, melyet gyakran izfokozdként
hasznalnak. [9]

A receptor nagyon széles szdveti/szervi kifejezddéssel jellemezhetd; expresszalodik a
vesékben, tiidoben, szivben, agyban, endothel-sejtekben. Vazrendszeri elemekben, csont és
porcsejtekben is nagy mennyiségben egyarant kifejezddik. Laborunk is kimutatta a TRPV4
receptort az altalunk alkalmazott nagy sejtstiriségben kicseppentett kondogenikus kultaraban
¢s kiilonbozo stadiumt és eredetii porcsejtekben. Mindezen tul szdmos szerepe lehet az adott
allapotanak megtartasaban. A TRPV4 csatornak polimodalis ioncsatornak, mely annyit jelent,
hogy szamos kiilonb6zo ingerre képesek aktivalodni, mint példaul a mechanikai, hd, oxigén
koncentraciobeli €s ozmotikus valtozasok.

A fehérje természetben eldéforduld szdmos pontmutdcidja altaldban vazrendszeri
deformitasokat okoz. Ezekre a csontvaz szabalytalan ndvekedése jellemzd, aranytalan fejlodést,
példaul szkoliozist idéz eld. A csontrendszeri megbetegedéseken beliil két f6 csoport alakulhat
ki: a csontrendszeri diszpldzia és az artropatia okozta mutaciok széles skaldja. A legenyhébb
csontrendszeri diszpldzia a scoliosis, aminek tiinete az alacsonyabb termet, rdvidebb
végtagokkal [16], mig a legsulyosabb diszpldzia perinatalisan haldlos [12]. Masrészrdl az
artropatidt okozo mutacioval rendelkezd személyek sziiletés utdn normélisan megjelend
csontvaza felndttkorban fajdalmas, deformalodo iziileti gyulladas tapasztal [13]. Ezeknek a
csontrendszeri rendellenességeknek a tobbsége a TRPV4 funkcionyeréses mutédcidinak
eredménye, ahol a csatornan keresztiil fokozott Ca?* bearamlas van [12, 16]. Erdekes modon
TRPV4 génkiiitott egereknél nem figyeltek meg sulyos véazrendszeri defektusokat, de ezen
allatok csontozata megemelkedett asvanyanyag-tartalommal és az iziileti struktirdk

elmeszedésével jellemezhetd.



3. Célkitiizés

A kalcium permeabilis ozmo-mechanoreceptor Tranziens Receptor Potencial Vanilloid
ioncsatorna 4 (TRPV4) nagy mennyiségben van jelen az iziileti porcsejtekben. TRPV4
ioncsatorna defektus iziileti artropathidval, osteoarthritisszel és vazrendszeri defektussal,
sulyosabb esetben perinatalis halallal is jarhat. A fenotipusos jegyek mogott allo folyamatokat
a mai napig nem ismerjiik. A kisérleteink soran alkalmazott egér micromass kultira kit(ind
kisérleti modell a chondrogenikus folyamatok vizsgalatdhoz. Ezért célul thztiik ki, hogy

nyomon kovetjiik:

- a TRPV4 ioncsatorna micromass kultiran beliili kifejezodését

- azioncsatorna kifejezddését ezekben a kultirakban TRPV4 aktivalas €s gatlas soran
(40PDD; HC067047).

- akultarak morfologiai valtozasat (faziskontraszt-felvétel; hematoxilin-eozin; savas
dimetil-metilénkék) TRPV4 ioncsatorna aktivitisinak modositasa (4aPDD;
HCO067047) soran.



4, Anvyagok és modszerek

4.1. Egér micromass kultira

A kulturak 1étrehozasahoz NMRI (Naval Medical Research Institute) allath4zi egereket
alkalmaztunk. A ndstény egereket a vemhesség 11 és feledik napjan feldldoztuk a Debreceni
Egyetem Allatkisérleti Bizottsag (11/2010/DE MAB) altal eldirt és kiadott engedélynek
megfeleléen. Operativ sztereomikroszkop hasznélataval az embridkat eltavolitottuk a
méhszarvakbol és az embridk eliilsé (anterior) és hatulsd (posterior) végtagbimboit PBS
oldattal torténé mosas utan eltavolitottuk. Az izolalas utan 0.25%-0s tripszin-EDTA (etilén-
diamin-tetraecetsav) oldatban 55 percen at emésztettiik. Centrifugalast és tobbszori atmosast
kovetden a sejteket 1,5%x10" koncentracioban kicseppentettem. 10%-0s FBS-sel, 0,5 mM L-
glutaminnal ¢és 1%-os penicillin/sztreptomicinnel elegyitett mediumot pipettdztunk a
kicseppentett kulturakra. A taptalajt minden masodik, vagy a kezelések utdn cseréltik. A
kicseppentés napja a 0. napnak tekintendd. A kicseppentett mesenchymalis sejtek 7 nap alatt
spontan differencialédassal chondrocytava képesek alakulni. A kultirdkban két zona figyelhetd
meg faziskontraszt mikroszkoppal; a nodularis és a koztiik elhelyezkedd internodularis zéna. A
nodulusokban ovoid alakll chondroblast és chondrocyta sejttipusok figyelheték meg, mig az
internodularos  térben elnyult, perichondridlis jegyekkel bir6 mesenchimdlis és
chondroprogenitor sejtek figyelhetdek meg. A kultardkat TRPV4 agonistdkkal ¢és
antagonistakkal kezeltiik a tenyésztés elsd napjatél folyamatosan a hatodik napig. A
kezel6anyagok a 10 uM HC067047 (Sigma Aldrich), amely specifikus TRPV4 antagonistaként
és a 10 uM 4aPDD (Sigma Aldrich), amely TRPV4 agonistaként alkalmaztunk. A kisérleti
modell tobb, a laboratoriumunk altal publikalt cikkben is be van mutatva, mely megfeleld

templatként szolgal a modszer elsajatitasara [8, 14, 17].

4.2. Immunhisztokémia

A TRPV4 fehérje térbeli expresszidjanak vizsgalatat a nagy sejtsiiriségli kultarakban,
immunhisztokémiai vizsgélattal végeztiikk. A chondrogenikus kulturat a 7. tenyésztési napon
4%-o0s paraformaldehides oldattal fixaltuk, mostuk ¢€s a fagyasztvametszéshez sziikséges
mediumba (Killik, Bio-Optica) agyaztuk. A 10 pum vastagsagu fagyasztott metszeteket
kriotdmmal készitettiikk el, és felhasznalasig -20°C-on téaroltuk. Az immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz ezen metszetekbdl kioldottuk a Killik 4gyazdanyagot, majd hd indukélta antigén

feltarast (HIER) végziink, 95°C-on minden metszeten 5 percig. Ezt kovetden az aspecifikus



kotddés elkeriilése végett egy 1 6rds 10%-o0s kecskeszérumos blokkolést végeztiink. A primer,
nyulban termeltetett poliklonalis TRPV4 antitestet 1:1000 aranyban higitottuk és egy éjszakéan
at rajta tartottuk. Masnap a kecskében termeltetett Alexa Fluor 555 anti-rabbit IgG antitest
1:2000-ben higitottuk és egy oran keresztiil s6tét helyen inkubaltuk vele a mintdkat. Mosast
kovetden a sejtmagfesté DAPI tartalmu feddanyaggal fedtiik le a metszeteket. A metszetek

lefedése utan azokat hiitdben taroltam.

4.3. Konfokalis és Faziskontraszt mikroszkdpia

A TRPV4 kulturan beliili elhelyezkedésének vizsgalatdhoz Olympus FV1000S
konfokalis mikroszképpal (Olympus Co. Tokyo, Japan) 60-szoros objektivvel (NA: 1,3),
felvételeket készitettiink. Az atlagos pixelido 4 ps volt. Az Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 488
¢s DAPI képsorokat a 10.0-as verzioji Adobe Photoshop szoftverrel hoztuk 1étre.

A farmakologiai kezelés hatdssal van a telepek nativ morfologidjara, ezért a kultarakrol
a tenyésztés hatodik napjan faziskontraszt felvételeket készitettiink Leica faziskontraszt-
mikroszkop segitségével, 5x és 40x nagyitasu objektivvel vizsgalva a mintat. A modszer elve
szerint a kondenzorlencse ald olyan atlatszatlan lemezt helyeznek, amelyen a fényzard réteg
gylrli alakt atereszté teriiletet tartalmaz (,,gylirli-diafragma™) [3]. A kondenzorbdl a
preparatum felé kilépd sugar ezért henger-vagy kuppaldst mentén halad &t a targyon, majd
képezddik le az objektiv gyujtopontjdban. Az objektiv felett gyiirti alakti raparologtatott réteget
tartalmazo lemez van, amely a hengerpaldst mentén jovo (Gsszehasonlithatd) fénysugarat a
hulldimhossz negyedrészével fazisban eltolja (,,fazislemez”). A vizsgalandd preparatum
optikailag slirlibb rétegeibdl jovo, faziskésést szenvedett tort sugarak nem haladnak 4t a
fazisgylirtin és a képsikban egyesiilnek, majd interferalnak az 6sszehasonlitdo sugarakkal. Ez
ahhoz vezet, hogy a sugarak kioltjak (vagy vastagabb struktirdk esetén erdsitik) egymast,
mialtal a targy kiilonbozd torésmutatdju és vastagsagi komponensei kiilonbozd mértékben
sotétnek (esetleg vilagosnak) latszanak. A fazislemez azt a célt szolgalja, hogy az aranylag kis
faziskésést szenvedett sugarak esetén is aranylag nagy legyen a faziskiilonbség és igy a

kontraszt [3].

4.4. Hematoxilin-eozin (HE) és Dimetil-metilénkék (DMMK) festési eljarasok

A klasszikus hematoxilin-eozin festést a szovet és sejtek altalanos vizsgalata miatt
alkalmaztam. A lefixalt kulturdkat vagy az eldre elkészitett fagyasztott metszetek el@szor

hematoxilinban 30 méasodpercig festettem, majd a felesleges festéket PBS-sel ledblitettem. Ezt

10



kovette az eozinnal valo festést, majd a dehidrald sort kovetden xilolba martas és DPX-es
feddanyaggal torténd lefedés kovette.

Savas dimetil-metilénkék festést hasznaltunk a chondrogenikus kultirakon, a
metakromatikusan festddé elemek kimutatasdra az extracellularis matrixban (ECM). A
metakromazia jellegzetes kéktdl a plispoklilaig tartd szinjelzése az ECM proteoglikan (PG) és
glilkéz-aminoglikan (GAG) tartalmat jelzi a nagy sejtstirliségii porckultirakban. A festést 4%-
os paraformaldehidben (PFA) fixalt kultirakon és a fagyasztott, lemetszett kultirakon
végeztiik. A kultirat atmostuk és 3%-os ecetsavval majd szintén 3%-0s ecetsavban oldott
dimetil-metilénkékkel (DMMK) 5 percen at festettiik. Az id6 leteltével a f616s festéket 3%-0s
ecetsavval eltavolitottuk desztillalt vizzel oblitettiik a mintakat és szaritast kovetéen DPX-es
feddanyaggal fedtilk. Mind a hematoxilin-eozin, és a dimetil-metilénkék festéseket Nikon
Eclipse E800 mikroszkoppal vizsgaltuk és fotoztuk. A lefotézott képekrdl ¢és a
palyamunkamban megjelenitett képekrdl a jovoben Image J programmal egy kollaborator
(Pazmany Péter Katolikus Egyetem) segitségével kultira analizist terveziink végezni, amely
elosegiti a festések ¢és immunhisztokémiai eredmények szédmszerlsitését és relativ

Osszehasonlitasat.
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5. Eredmények

5.1. TRPV4 expressziojanak vizsgalata

A TRPV4 kulturan beliili lokalizacidjanak meghatdrozéasa elétt a fehérje jelenlétét
ezekben a kultirakban western blottal igazoltam. Ezek a kezeletlen kultarak hat naposak. A
szekunder antitest piros szinnel jeldlte a célfehérjét. A szekunder jelolés mellett DAPI
magjelolést is alkalmaztunk, amely kék szinnel jeldlte a sejtmagvak helyzetét a kultaran beliil.
Ezeknél a mintdknal a kulturdkbol késziilt metszetekkel dolgoztunk, nem a klasszikus
feliilnézeti képpel. Ez lehetdséget biztosit arra, hogy a kultira mélyebb rétegeinek sejtjeit is
megvizsgaljuk. A kulturdkon beliil, ahogy a szdveti differencidciod halad elére, két nagyobb
nodularis és az internodularis zondk. A TRPV4 6ssz expresszioja erdteljesebb a nodularis
zonaban ¢és kevesebb az internodularis zondban. Ha alaposabban szemiigyre vessziik a receptor
sejteken beliili eloszlasat, lathatd, hogy a noduldris zondban a piros szin feltételezhetdleg a
sejtmembranban és a citoplazmaban is jelen van, mig ez az erds citoplazmatikus jel az
internodularis zéna sejtjeiben nem lathatd. A nodularis zonaban a sejtek kerekded alakja jol
megfigyelhetd, mig az internodularis zonaban a sejtek alakja nehezen kivehetd, annak ellenére,
hogy a jelolés inkabb sejtmembran jellegii. A DAPI festés és a TRPV4 szépen mutatja, hogy a
nodulusokon belill a sejtek lekerekedettek és a sejtek kozotti tdvolsadg egészen nagy szemben

az internodularis zdéna sejtjeivel, ahol a sejtszam magas €s a kozottiik 1€vo tdvolsag minimalis.
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internodularis nodularis terilet
terilet

TRPV4 és DAPI (60x] E— TRPVA4 és DAPI (60x)

TRPVA (60x) | = TRPV4 (60x)

2. abra: TRPV4 jelolt konfokalis mikroszkopos felvétel hatnapos egér micromass kultararél. A TRPV4
receptor piros szinnel mig a sejtmagok kék szinnel fejezdédnek ki. Nagyitas: 60x. Az alsé képek a szaggatott

vonallal jeldlt teriiletrdl késziiltek.

A tenyésztés elsé napjatdol TRPV4 aktivitast szabalyoz6 farmakonokkal folyamatosan
kezeltiik a kulturdkat. Ezeket a kultirdkat kriomikrotdmmal metszettiik és igy oldalrol
vizsgalhatjuk a porctelepeket. A kutatolaboratoriumok altal széles korben alkalmazott 4-alfa
PDD 10 uM-os koncentracioban alkalmazva aktivalja a TRPV4 ioncsatornat mig a 10 uM-0s
HC067047 gétolja a csatorna miikddést. Azokban a kulturdkban, ahol aktivaltuk a csatornat, a
kultira vastagabb lett, és eltlintek a jellegzetes noduldris/internodularis hatarok. A sejtek alakja
nagyrészt kerekded, €s a TRPV4 jel dominansan citoplazmatikus. A DAPI altal szépen kirajzolt
sejtmagok mennyiségébdl latszik, hogy a kultarak 4-alfa PDD-vel torténd kezelése megemeli a
sejtszamot. Feltételezhetdleg fokozza a sejtek osztoddképességét. Azokban a kultirakban, ahol
gatoltuk a csatorna milkodését, a sejtek sejtmembran hatrai szépen kirajzolddnak a nodularis
terekben, mig az internodularis terekben a piros jelolés nem utal diffizabb. A nodularis
terekben a sejtek kerekdedek, ezzel szemben az internodularis térben nem egyértelmii a sejtek
alakja az immunjelolt képeken. Az internoduldris terek hossziak és a kultura vastagsidga

nagymértékben lecsokkent a kezeletlen kultirahoz képest.
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Kontroll 4 alfa-PDD HC067047

3. abra: TRPV4 receptor immunhisztokémiai jelolés kontroll és TRPV4 aktivalt 4-alfa PDD) Valamlnt

TRPV4 (60x)

TRPV4 + DAPI (60x)

TRPV4 receptormiikddés gatolt (HC067047) kultarakban. A piros szin a TRPV4 receptor jel6lés, mig a kék DAPI
festés a sejtmag jelolés. Az IN az internodularis, mig az N a nodularis zénat jelenti a hatnapos porcosodd

micromass kultiraban. 60x objektivvel késziilt felvételek.

5.2. Klasszikus festési eljarasok TRPV4 ioncsatorna modulalt kultarakon

5.2.1. Faziskontraszt felvételek

A kulturakat a hatodik tenyésztési napon faziskontraszt mikroszkop alatt vizsgaltuk. A
kultarakrol feliilnézeti képek késziiltek. Ezeken a felvételeken is szépen latszik, hogy a 4-alfa
PDD-vel kezelt kulturakban, ahol a TRPV4 csatornak aktivak, ott a nodularis internodularis
hatarok elmosddnak, a nodulusok nagyobbnak tlinnek. Azokban a kultarakban, ahol a csatorna
miikodést gatoltuk (HC067047 kezelt kultardk), a nodulusok hatédrai kifejezettebbek és a
nodulusok mérete nem olyan nagy, az internodularis tér nagyobb. Ezekben a kultarakban
kristalyszerti strukturdk jelennek meg. A nagyobb nagyitasi képeken jobban latszik, hogy a 4-
alfa PDD-vel kezelt kulturakban a sejtek alakja kerekded fliggetleniil a nodularis/internodularis

z6naktol.
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Kontroll 4 alfa-PDD HC067047
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4. abra: Faziskontraszt mikroszkoppal késziilt felvételek hatnapos porcosodd kultarakrdl, ahol a 4-alfa
PDD aktivalja mig a HC067047 gatolja a TRPV4 csatorna miikodését. A szaggatott piros vonal a nodulusok
relativ hatarat jeloli. A sarga nyilak kristalyszeri képzédményre hivjak fel a figyelmet a micromass kultarakban.

A felvételek 5x és 40x-es objektivvel késziiltek. Roviditések: noduléris zona (N), internodularis zoéna (IN).

5.2.2. Hematoxilin-eozin festés a micromass kulturdkndl

A hatodik tenyésztési napon a kultirdkat fixaltuk, majd kriosztattal lemetszettiik, igy
oldalnézetbdl tudjuk vizsgdlni a micromass kultarat. A kultarakon faziskontraszt felvételek
eredményeihez hasonld jellemzOket lathatunk. Ezeken a klasszikus hematoxilin-eozin
felvételeken is jol lathatd, hogy a 4-alfa kezelt kulturdk vastagabbak a kontroll kultirahoz
képest, mig csatorna gatlds sordn a kultardk vékonyabbak. Az aktivalt kultardkban a
nodulusokon beliil a sejtek nagyobbak és tavolabb helyezkednek el egymashoz képest. Az
internodularis terek keskenyebbek ezen kulturakban és a nodulusok nagyobbak. Az
internodularis zénaban polymodalis jellegli sejtek helyezkednek el, mig a nodularis zondkban
kerekded jellegii sejtek helyezkednek el.

Az antagonista kezelt kulturdkban az internodularis terek hosszabbak és a nodulusok
kisebbek. A nodulusok hatarai erételjesen elkiiloniilnek, a noduluson beliil a sejtek kerekdedek,
de nem tlinnek olyan nagynak, mint az aktivalt kultirdkban. A kultardk szélén perichondralis
jelleggel biro, elnyult morfoldgiaval jellemezhetd sejtek helyezkednek el. A kristalyok a festési

eljaras soran mikroszkoppal ellendrizve lattuk, hogy feloldodtak.
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Kontroll 4 alfa-PDD HC067047

Hematoxllin-eozin (10x)

5. abra: Hematoxilin-eozinnal festett hatnapos micromass kultira metszetei. A kulturakat a tenyésztés
elsé napjatol kezdve folyamatosan kezeltilk TRPV4 aktivaloval (4-alpfa PDD) és TRPV4 gatloval (HC067047).
A vektor a kultirak vastagsagbeli kiilonbségére hivja fel a figyelmet. A piros nyil az internodularis terekben (IN)
megjelend sejttomoriilésre hivja fel a figyelmet. Nodularis tér: N; internoduléris tér: IN. A kultarak 10x-es

objektivvel késziiltek, ahol a mérce hossza 50 um.

5.2.3. Savas dimetil-metilénkék (sDMMK) festés a porcmdtrix kimutatdsdra

A savas dimetil-metilénkék festés egy jol bevalt hisztotechnikai modszer annak
érdekében, hogy kimutassuk a glilkdzaminoglikanban (chondroitin-szulfat) és proteoglikanban
(aggrekan) gazdag porcmatrixot. A nagy mennyiségben jelenlévd negativ toltés mddositja a
DMMK festék fényelnyelési hullamhosszat és kék szin helyett lila szinben tiinteti fel a
felhalmozodott glilkézaminoglikdnban és proteoglikdnban gazdag teriiletet. A kultarakrol
feliilnézeti fotokat készitettiink. A kontroll kultirdkon jol lathato, hogy a porcnodulusokban és
koriilotte piispoklila szinnel festddik a negativ toltésben gazdag porcmatrix. Ezt a jelenséget
metakromazianak nevezziik. A kék szinnel fest6dd ortokromazias jelenség soran a SDMMK a
ritkabb, kevesebb negativ toltéssel rendelkezd makromolekuldkat (DNS, RNS) és sejtalkotokat
(sejtmag, sejtmagvacska) festi. Az el6z6 eredményekkel 6sszefiiggden ennél a festési eljarasnal
is jol lathato, hogy a TRPV4 aktivacido kovetkeztében a nodulusok nagyobbak és hatdrai
elmosodottabbak. Az internoduléris tér kisebb és kékes festddésili, amely a sejtek nagy
mennyiségére utalhat. A nodulusok kozott gyakoribbak a kapcsolatok. Jol lathatd, hogy a
kezelés fokozza a matrixban jelenlévd porcra jellemzd gliikozaminoglikdn €s proteoglikan
mennyiségét. Ahol a csatornat gatoltuk, a nodulusok kisebbek lettek €s az internodularis tér
nagyobb, festetlen. Ezekben a kultardkban a porcmatrix mennyisége kevesebb a kontroll

kultarahoz képest.
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Kontroll 4 alfa-PDD HC067047

DMMK(2x)

2

DMMK (4x)

6. abra: A porcszovetre jellemz6é matrix kimutatasa savas dimetil-metilénkék festékkel (sDMMK). A
kultarakat folyamatosan kezeltik 4-alfa PDD-vel, mely aktivalja a TRPV4 csatornat és HC067047-tel pedig
gatoltuk a TRPV4 csatorna mitkodését. A felvételeket fénymikroszkoppal készitettiik, 4x és 2x objektivet
alkalmazva. A bemutatott reprezentativ kép feliilnézeti kép a porcosodd kultirakrél. A nyilak a nodulusokat (N),

mig az IN rovidités az internodularis régiot jeloli. A mérce 1 mm-es és fél mm-es hosszusagot jelol.
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6. Diszkusszio és konklazio

Napjainkban is szamos kisérlet zajlik egér micromass kultirakon mely megfeleld
modellként szolgal kiilonbozé porcosodasi, csontosodasi folyamatok in vitro vizsgalatara [8,
17, 18, 19, 20, 21, 22]. A TRPV4 jelent6s szerepet tolt be a chondrogenesis folyamataban, de
pontos szerepe ¢és a csatorna defektusok kovetkeztében fellépd szkeletalis diszplaziak mogott
rejlé folyamatok a mai napig ismeretlenek [1, 2, 8, 23]. El6zetes eredményeink alapjan ezekben
a micromass kultarakban az 1-3-6-10 tenyésztési napokon, amikor a mesenchymalis sejtek
chondroprogenitor, chondroblast majd chondrocyta sejtekké differencialédnak az ioncsatorna
mennyisége emelkedik, majd a hipertro6fias chondrocytakat is tartalmazé 15 napos kultirdkban
lecsokken. A tanulmanyomban is bemutatott eredményeink alapjan a chondrogenikus kulturdk
TRPV4 expresszidja nemcsak iddbeli, hanem térbeli valtozasokat is mutat in vitro.
Immunhisztokémiai jelolést alkalmaztunk, ahol a receptor térbeli elhelyezkedését vizsgalva a
hatodik tenyésztési napon a nodularis térben tobb, mig az internodularis térben kevesebb jelet
detektaltunk a kezeletlen kultrdkban. Az internodularis térben elnyult, kevésbé kerekded,
chondroprogenitor ¢és mesenchymalis sejtekre jellemz6é morfologia volt lathaté, mind
immunhisztokémiai modszerrel és hematoxilin-eozin festéssel is alatamasztva (2., 3., 5. abra).
A TRPV4 id6-és térbeli valtozasa hasonld tendenciat mutat az in vivo mintakban, ahol a TRPV4
fehérje expresszidja az id6 elérehaladtaval valtozik egér végtagesont és ndvekedési porckorong
kiilonbdz6 zonaiban [24]. Az internodularis térben a jeldlés inkabb sejtmembranban jelenik
meg, mig a nodulusokban jelentés mennyiségili citoplazmatikus jelet is lathatunk (2., 3. dbra).
Ezen citoplazmatikus jelek, lehetnek mitokondriumhoz kététtek, vagy Golgi lokalizaltak [25,
26, 27) de a mi esetiinkben a sejtmagban nem detektaltunk immunjelet [28]. TRPV4 gatlas
soran azonban a nodulusok teriiletén a TRPV4 expresszio fokozodik a sejtmembranban (3.
abra), mely fakadhat abbdl is, hogy a sejt a gatlast kovetden erdlkodik €s minden intracelluléris
TRPV4 molekulat kipakol a plazmamembranba. Ezzel szemben a folyamatosan aktivalt
kultarakban nem csak sejtmembran, hanem erds citoplazmatikus jeldlés is lathatd (3. ébra).
Lehetséges, hogy az aktivaciot kdvetden a sejten beliil felhalmozdodik a TRPV4 fehérje, de a
sejt citoplazmatikusan beveszi a sejtfelszini receptorokat. A japan Masuda kutatdcsoport
szamolt be hasonl6 jelenségrdl, ahol a funkcidnyeréses mutacidval bird fog-pulpa Gssejtek
TRPV4 receptor aktivaciot kovetden fokozzak a citoplazmatikus és sejtmembran TRPV4
kifejezodést [30, 31].

A TRPV4 ioncsatorna farmakonokkal torténd kezelése szignifikans morfologiai

eltéréseket idéz el a chondrogenikus kulturdkban in vitro, melyet egyrészt faziskontraszt
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felvételekkel ¢€s timelapse mikroszkopiaval kovettiink nyomon. A proteoglikanok
vizualizalasara savas dimetil-metilénkék festést és hagyomanyos hematoxilin-eozin festéssel
jellemeztik a kultardkat. Az antagonista HC067047 kezelt kultardkban koporséfedélre
hasonlito, faziskontraszt felvételeken jol lathatod kristalyszerii struktarak keletkeztek. Ezek a
kristalyok alkdszvényes iziileti folyadékbol nyert kalcium-pirofoszfat kristalyhoz hasonlitanak,
melyek kettésen torik a fényt [32]. A TRPV4 ioncsatorna szerepét elméletben mar
szamtalanszor kapcsolatba hoztak a koszvénnyel, de valodi kapcsolatra eddig még nem deriilt
fény. A faziskontraszt felvételeken ugy tlinik, hogy ezek a kristalyok a sejtekben keletkeznek,
¢s feltételezhetdleg apoptozist indukalnak. Erre utald irodalmi adatok mar megjelentek, mas
sejtekben [29, 33]. Ez lenne az elsé olyan adat, amely arr6l szamol be, hogy a TRPV4
antagonista HC067047 kalcium-pirofoszfat depozitumokat hoz 1étre chondrocytakban, azaz a
TRPV4 receptor gatlasa arthritis kialakuldsdhoz vezethet. Feltételezésiink szerint a TRPV4
tulmiikodés okozta aberrans mesenchymalis, chondro- és oszteogenikus szigetek kialakuldsaért
a sejtek differencialtsagi allapotahoz kapcsoltan iddben és térben kiillonbdzd expressziods
mintazattal jellemezhet6 TRPV4 ioncsatorna a felelés, mely sejtpopulaciétol fiiggéen
kiilonb6z6 kalcium jeleket indukal. Kisérleteink folyamatban vannak, tobb oldalrol térténnek
az eredmények megerdsitése (osztodoképesség vizsgalatok, intracelluldris-kalcium mérés
vizsgalatok). A palyamunkdmban bemutatott morfologiai felvételekrdl statisztikailag

alatdmasztott adatokat terveziink a jovoben bemutatni.
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7. Onalloan és segitségoel véozett munkak

Onalloan végeztem az alabbi munkafolyamatokat:
- A végtagbimbok eltavolitasat, €s a micromass kultirak létrehozasat.
- A kultarak monitorozasat és a tapoldat cseréjét.
- A fehérje immunhisztokémiai vizsgélataihoz sziikséges elokésziileteket és a primer,
valamint a szekunder antitesttel torténd jelolést.
- A hematoxilin-eozinos és savas dimetil-metilénkék festéseket.

A konfokalis mikroszkdppal torténd felvételeket Dr. Juhdsz Tamas munkéjanak kdszonhetem.

8. Koszonetnyilvanitas

EzOton szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek Dr. Zakany Roézanak és
Somogyi Csillanak a tamogatasukért és hogy szakmai tuddsomat bdvithetem azzal, amit
tanitottak nekem. Kiilon k6szonom Dr. Juhdsz Tamasnak segitségéért és tanacsaiért, valamint
a labor Osszes dolgozdjanak, hogy elsajatithattam a laboratoriumi vizsgalatok egyes
szakaszainak végzését. Tovabba szeretném megkoszonni a lekdszont ¢és jelenlegi
intézetvezetoknek, Professzor Dr. Antal Miklosnak €s Dr. Sziics Péternek, hogy lehetdséget
biztositottak arra, hogy kutatbmunkamat az intézetben végezhetem. Valamint a munkankat a
DETEP és az UNKP programok tamogattak. Nem utolsé sorban koszénom csaladomnak és
barataimnak, hogy mindvégig tdmogattak akar szakmai, akéar az élet mas teriiletein torténd

fejlodésemben.
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9. Roviditések listaja

40PDD: 40-Phorbol-12,13-didecanoat
ARD: ankrin ismétl6dé domén

CAM: kadmium ko&to régid

CMF PBS: kalcium és magnézium mentes PBS
DAPI: 4°,6-diamino-2-fenil-indol
DMMK: 1,9-dimetil-metilénkék

DPX: disztirol, lagyit6 és xilol fixald
ECM: extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FBS: ,,Fetal Bovine Serum”

GAG: gliikdz-aminoglikan

HDC: nagy sejtstirtiségli kultara

HE: hematoxilin-eozin

HIER: H6 indukalta antigén feltaras

IP3: inozitol-trifoszfat

MAP7: mikrotubulus asszocialt protein 7
MSC: mesenchimalis dssejt

NGS: ,,Normal Goat Serum”

NMRI: Naval Medical Research Institute
ON: ,,overnight”

PBS: foszfattal pufferolt s6oldat

PFA: paraformaldehid

PG: proteoglikan

PKC: protein kindz C

RPM: percenkénti fordulatszam

RR: ruténium-vords

TM: Transzmembran

TRP: Tranziens Receptor Potencidl ioncsatornak csaladja

TRPV4: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 4
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