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1. Gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

2-ABP: 2-aminoetoxidifenil-borat

AEA: anandamid

ARD: ankyrin ismétl6dé szekvencia (Ankyrin Repeat Domain)
ATP: adenozin- 5'- trifoszfat

CaM: kalmodulin

CaMKII: Kalmodulin aktivalt protein-kinaz II. tipusa

cDNS: komplementer DNS

CMF PBS: Kalcium- és magnéziummentes foszfat puffer
c-Src: cellularis ,,sarc” kinaz

CZ: kapszazepin

DMMK: dimetil-metilénkék

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

DPX: fedé médium, (distyrene, plasticizer and xylene)

ECM: extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FBS: fotalis borjuszérum

FGF: fibroblaszt novekedési faktor

GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz

HD: nagy stirtiség (high density)

HOX (gének): a homeodomain fehérjéket kodold gének
HPETE: hidroperoxi-eikoza-tetraénsav

IGF: inzulinszerti novekedési faktor

Kap: kapszaicin

MRNS: messenger ribonukleinsav

MTT: 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium-bromid
NADA: N-arachidonoyl-dopamin

OD: optikai denzitas

OLEA: N-oleoil-etanolamin

PIP2: Foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PKA: protein- kinaz A

PKC: protein- kinaz C

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

RIPA: radioimmun precipitacios esszé puffer (radio immuno precipitation assay)
RPM: fordulatszam (revolutions per minute)

RR: ruténium voros

RT- PCR: Reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcio
RTX: reziniferatoxin

SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
sDMMK: savas dimetil-metilénkék

SERCA: szarko/endoplazmatikus retikulum Ca** ATP-az
SHH (gén): a sonic hedgehog fehérjét kodold gén

TK: Toluidinkék

TM: Transzmembran

TRP: Tranziens Receptor Potencial

TRPV: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid
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2. Osszefoglalas

A mezenchimalis eredetli kondroprogenitor sejtek differencidlodasat befolyasoljak a
kiilvilag mechanikai és ozmotikus ingerei. A sejtek mechanoreceptorai kozott fontosak a
polimodalis, nem szelektiv Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1-6 (TRPV1-6) csatornak.
A TRPV4 funkcidnyeréssel jaré mutacidja porcdifferenciacios zavarhoz vezet, a tobbi TRPV
receptor porcfejlodésben jatszott szerepér6l azonban nincsenek ismereteink. Kisérleteink
soran a TRPV1 receptort kivantuk differencialodé porcsejteken kimutatni, valamint a
porcképzddésben betdltott funkcidjat részletesebben vizsgalni.

Csirkeembriok végtagtelepeibdl izolalt mezenchimalis eredeti kondroprogenitor
sejtekbdl 1étrehozott nagy strtiségi (high density, HD) kulturakban és kiilonb6z6 koru allatok
izlileti porcaban a TRPV ioncsatornak mRNS expresszigjat RT-PCR-ral (Reverz
transzkripciot koveté polimeraz lancreakcio) monitoroztuk. A HD kultirakban a TRPV1
fehérje expresszidjat western blot segitségével is vizsgaltuk.

A HD kultirdkban mRNS szinten TRPV1, 2, 3 és 4 csatorndkat, fehérje szinten a
TRPV1 csatornat detektaltuk. Vizsgaltuk a TRPVI farmakoldgiai modulalasanak
porcképzddésre gyakorolt hatasait. Az irodalmi adatokkal egybehangzoan a sejtek 0sztodo- €s
¢letképességében nem tapasztaltunk szignifikdns valtozasokat, igy a tovabbiakban aktivalo
agensként 30 perces hostimulust alkalmaztunk és monitoroztuk a TRPV1 ioncsatorna mRNS
expresszios valtozasat, valamint a porcdifferenciacio alakulasat. A porcképzddésre kifejtett
hatast a tenyésztés hatodik napjan savas dimetil-metilénkék festéssel és savas toluidinkék
festékvisszaoldassal vizsgaltuk. A sejtek ¢letképességét MTT assay-vel, az osztodoképességet
3H-timidin-beépiilés mérésével kovettiik nyomon.

Az TRPV1-et mar aktivalé héstimulus (41°C) pozitivan befolyésolta a sejtek élet- és
osztodoképességét, valamint megnovelte a keletkezett porcmatrix mennyiségét, mig a
magasabb hdfok karosan befolyasolta a porcosodast.

A tapasztalt valtozasok arra utalnak, hogy a kondrogenikus sejtek altal expresszalt
¢letfunkcioinak szabalyozasdban. A TRPVI1 fehérjefunkci6 természetének pontosabb

karakterizalasa a differencialodo porcsejteken tovabbi vizsgalatokat igényel.



3. Bevezetés és irodalmi attekintés

3.1 A porcszovet

Vizsgalataink targya az iziileti porc, melynek karosodéasa, degenerativ betegségei
oreged6 tarsadalmunkban egyre tobb embert érintenek. Kiemelhetjiik az oszteoartritiszt, mely
betegség végstadiuma nagymértékli fajdalmat és stlyos mozgaskorlatozottsagot, jelentds
¢életminéség-romlast okoz és 2020-ra varhatdéan a rokkantsag egyik leggyakoribb el6idézdje
lesz (Woolf és Pfleger, 2003). Az iziileti porc csak korlatozott regeneracios képességekkel
rendelkezik, s konzervativ vagy miitéti uton torténd korrekcidja napjainkig nem hozott
kielégité eredményeket (Oldershaw 2012, Huey és mtsai. 2012). Ugyanakkor kisérletes
adatok ¢és klinikai megfigyelések egyarant arra utalnak, hogy az iziileti porc kdrosodasaval
jaré korképekben differencialatlan, kondrogenikus potenciallal is rendelkezd sejtek jelennek
meg mind a sériilt porcban, mind a szinovidlis folyadékban (Williams és mtsai, 2010), igy
ezek a sejtek biztosithatnak bizonyos restitiicidt, amennyiben kedvezo feltételeket tudunk a
porcképzddéshez biztositani az iziiletben. Az oki terdpia kifejlesztéséhez a fentiek
ismeretében szilikséges a hialin porc fejlédésében szerepet jatsz6 mechanizmusok részletesebb
gyogyito eljarasokban.

A porcszovetet a koto- és tamasztoszovetek kozé soroljuk. Egyetlen sejtféleség
talalhat6 benne, a jellegzetesen lekerekitett, nytlvany nélkiili sejt, a kondrocita. Ezek a sejtek
a matrix lakinaiban helyezkednek el, kisebb csoportokba, kondronokba tomoriilve és jelentds
mennyiségl, jellegzetes dsszetételli extracellularis matrixszal (ECM) veszik koriil magukat. A
porcszovetnek hagyomanyosan harom tipusat kiilonboztethetjiik meg; a hialin, elasztikus és a
rostos porc. Megfigyeléseinket hialinporcon végeztiik, mely az allati szervezetben tobb helyen
is megjelenik ugy, mint iziileti porc, egyes zsigerek szilard vazat ad6 allandosult porc, vagy
mint az enkondralis csontosodas soran képz6dé csontok vazat ado porcszovet (Rohlich Pal,
Szovettan).

Az iziileti porc az iziileti réssel rendelkezd iziiletekben a csontok felszinét boritd
szovet, melynek taplaldsa az iziileti folyadék feldl diffuzioval torténik. (1. abra) Az iziilet
mozgasai fontos szerepet jatszanak az iziileti nedv termelddésében és aramlasdban (Lee és
Urban, 1997). Az iziileti porc rétegzett szerkezetii, benne az iziileti felszinnel parhuzamos,

eltérd tulajdonsagokkal jellemezhetd zondkat kiilonitiink el (Bobick és mtsai., 2009). (1. dbra)
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A csonthoz legkdzelebb esd zonaban az oxigén és tdpanyag koncentracidja szinte nulléra
csokken (Otte, 1991), nem meglepd tehat, hogy a kondrocitak anaerob tton, szubsztrat szintii
foszforilacioval képzik az ATP-t (adenozin-5’-trifoszfat), ami laktat felhalmozodasahoz és pH
csokkenéséhez vezethet (Lee és Urban, 1997). A kondrocitdk nemcsak elviselik az alacsony
oxigénszintet, de az protektiv hatdssal van az iziileti porcra, segiti termelddését és gatolja
destrukcidjat (Thoms és mitsai., 2013). A porcszdvet mas tipusaival ellentétben az iziileti
porcot nem veszi korbe kondrogenikus Ossejteket tartalmazo perikondrium, ami miatt az
esetlegesen elpusztulo sejtek nem pdtlddnak a periféria feldl. Részben ezzel magyarazhato a

sériilt iziileti porc korlatozott regeneracios képessége (Rolich Pal, Szovettan).
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1. abra. Az iziileti porc sémas felépitése. A kivagas az iziileti porc rétegeit, valamint a
kollagén rostok f6 lefutasi iranyat szemlélteti. A ,tidemark™ egy hatarvonal a kalcifikalodott
¢s a nem kalcifikalt porc kozott.

3.2 A kisérleti modell

A porcfejlédés vizsgalatahoz egy széles korben elfogadott porcdifferencidcios modellt
hasznalunk laborunkban. Ez a Hamburger- Hamilton 22-24-es fejlodési stadiumban 1évo
csirke embriok disztalis végtagtelepébdl izolalt sejtekbdl eldallitott, primer, nagy sejtstiriiségi
tenyészet (Hamburger és Hamilton, 1951; Hadhazy és mtsai., 1982). Ezek a kultirak foleg
porcosodd mezenchimalis sejtekbdl allnak, de viszonylag nagy szdmban jelen 1évo
fibroblasztot és kis mennyiségli mioblasztot és hamsejtet is tartalmaznak.

A modellben zajlé és az in vivo porcképzddés kozott a leglényegesebb kiilonbség,
hogy az in vivo porcképzodés folyamatat szamos pozicionald tényez6 hatarozza meg, melyek
az in vitro kulturakbol hianyoznak. llyen, a végtag morfologiajat kialakité faktorok, a
végtagtelep disztalis végén talalhatdo perem (apical ectodermal ridge) altal termelt FGF4 és
FGF8, (fibroblaszt ndvekedési faktor) melyek a szomszédosan elhelyezkedd mezenchimabol

egy gyorsan o0sztodo, nem differencialt sejtpopulaciot hoznak létre. Az FGF4 és FGFS8 hatasa
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alol kikeriild proximalisabban elhelyezkedd sejtekre tovabbi gének termékei (HOX, SHH
gének) hatnak, melyek meghatérozzék a végtagok tengelyeit és elengedhetetlenek a végtag
eltérésektdl fiiggetleniil a primer mezenchimalis HD kultarak egyszertien létrehozhatoak,
konnyen kezelhetéek és tisztan, izolalt kornyezetben lehet vizsgdlni a mezenchimalis
differenciaciot elésegité vagy gatld tényezdket, ami sokrétii informacidval szolgalhat a
porcképzddés egyes mozzanatairol €s kiilsé tényezokkel valo befolyasolhatosagarol.

A kondrogenikus sejtek proliferacioja, valamint a porcsejt fenotipus kialakitasa egy
tobb 1épéses folyamat eredménye, melyet maga a sejt (master gének és a felszini
receptormintdzat-valtozasai), a kozvetlen kornyezet (ECM, autokrin és parakrin faktorok), és
tavolabbrol érkezé molekuldk (hormonok, citokinek) szabéalyoznak (Sandell és Adler, 1999).
Mind az in vivo, mind az in vitro porcdifferenciacié legfontosabb lépései a nyulvanyos,
mezenchimalis sejtek kisebb csoportokba tomoriilése, az aggregacid, melyet a sejtek
lekerekedése, a kondrocita fenotipus megjelenése, a differenciacio kovet. (2. abra) Nem csak
a sejtek morfoldgidja, de az ECM is atalakul. Az I. tipusu kollagén, hialuronsav és fibronektin
szintje csokken, mig a II., VI, IX., XI. tipust kollagén, aggrekan ¢és dekorin aranya
emelkedik. Az iivegporc-specifikus makromolekuldk expresszidjanak szabalyozasaban a Sox9

transzkripcids faktor alapvetd fontossagu (Bobick és mtsai., 2009). (2. abra)

MEZENCHIMALIS KONDROGENIKUS DIFFERENCIALT
" SEJTEK FGF NODULUS PORCSEJTEK
/ TGF-B \ = Yy |
) . BMP \ /T ) .
\ - Wnt’ . i =L .v// . /
, PROLIFERACIO & } )

AGGREGACIO " DIFFERENCIACIO

Sox5, Sox6, Sox9 P-Sox9 PKA, PKC
PKA,PKC P-CREB NFAT4
fbronektln 1 PP1, PP2A, PP2B ERK1/2, p38 1. kollagén 4
hialuronsav 1 ERK1/2, p38 / IL., VL, IX., XI. kollagén T
1. kollagén T N-CAM aggrekan T
G,az“* N-cadherin Qa%t dekorinT

Mechanikai és
ozmotikus ingerek

2. abra. A porcfejlédés legfontosabb lépései. Az dbran megfigyelhetjiik a kondrogenikus
sejtek differencialodasanak sematikus abrajat és ezzel parhuzamosan az ECM 6sszetételének
valtozasat. (Matta és munkatarsai utan modositva, Matta és mtsai., 2008)

A porcsejtek folyamatosan kapcsolatban allnak kdrnyezetiikkel a dinamikusan véltozo

ECM-on keresztiil, és azonnal valaszolnak az iziileti porcot a test mozgasai kapcsan ér6
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biomechanikai €s ozmolaris stimulusokra. Ismert, hogy a sejtek kdrnyezetét kialakito ECM-
ben lejatszodo ionkoncentracio-valtozasokat, ozmotikus valtozasokat, folyadék aramlas révén
keltett mechanikai ingereket szamos ioncsatorna kozvetitheti az érett porcsejt felé (Barrett-
Jolley és mtsai. 2010; Juhasz és mtsai. 2014). Mivel az embrionalis mozgasok
elengedhetetlenek a megfelelé morfoldgidju iziiletek kialakuldsdhoz (Nowlan és mtsai. 2010),
igy vélhetéen a differencialodod porcsejteken is talalhatéoak olyan ioncsatornak, melyek a
kornyezetben és az ECM-ban lejatsz6do valtozéasokat kozvetitik a porcsejtek iranyaba.
Jelatviteli munkacsoportunk eddig szamos kation-csatornat vizsgalt (P2X4, Ky, Na, és Ca,
csatornak, NMDAR) in vitro porcosodd csirke kultirakban és eredményeink alapjan azt is
tudjuk, hogy porcképzdédés folyamén (sejtproliferacio, sejkondenzécio, és sejtdifferenciacio)
elengedhetetlenek az extra- és intracellularis kalciumkoncentracio-valtozasok (Matta és mtsai.
2008, Fodor és mtsai. 2009; Varga és mtsai. 2011). Ezek alapjan, valamint a TRPV4 csatorna
funkcionyeréses mutacidja esetében kialakuld vazrendszeri malformaciok megjelenése okan
(Rock és mtsai.,, 2008) feltételezziik, hogy a Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid
ioncsatorndk szerepet tolthetnek be a differencidlodd porcsejtekben a kornyezeti valtozasok

érzékelésében és tovabbitasaban.

3.3 ATRPV receptorok a TRP ioncsatornak népes, sokszinii csoportjaba tartoznak

A Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatornak kozé szerkezeti homologia
alapjan 28 ioncsatornat sorolunk, melyen beliil hat alcsaladot kiilonithetiink el. Ezek a TRPA
(ankyrin), TRPC (canonical), TRPM (melastatin), TRPML (mucolipin), TRPP (polycystin),
TRPV (vanilloid) csoportok (Huang, 2004) (3. abra).

TRPV1
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3. abra. A TRPV receptorok domén szerkezete. A csatornak 6TM doménnel, az N-
terminuson valtozé szdmu ankyrin doménnel, a C-terminuson TRP doménnel rendelkeznek.
Vennekens utan modositva (Vennekens, 2008).

A TRPV receptorok torténete az 1960-as években kezdddott, amikor Jancsé Miklos
leirta a kapszaicin-deszenzibilizaciéo jelenségét, mely soran a kisérleti allatok érzo
1degvégzodései tobbszori, nagy dozisu kapszaicin adasa utan érzéketlenné valtak a legerdsebb
fajdalomkeltd kémiai ingerekkel szemben is. Kés6bb a kapszaicin érzékenységet a
fajdalomérzd idegvégzddésekre lokalizaltak, sot felmeriilt egy hipotetikus kapszaicin receptor
gondolata is (Szolcsanyi és Jancso-Gabor, 1975). A ,kapszaicin receptor” klonozasa utan
TRPVI1 néven valt ismertté, melyet a vanilloidokon kiviil a savas pH, a 43°C feletti
hoémérséklet és szamos, egyéb faktor is aktival. A TRPV név onnan ered, hogy a megfigyelt
receptort nem csak a kapszaicin, de egyéb vanilloid szerkezetii kémiai anyagok is aktivaltak,
szerkezetében pedig jelentds hasonldésagokat mutatott a mar korabban muslicakban leirt TRP
receptorokhoz (Caterina és mtsai., 1997).

A késdbbiekben pusztan DNS szekvenciabeli hasonldsadgok alapjan tobb mas, a TRPV
csoportba sorolt termoszenzitiv csatornat is felfedeztek: a TRPV2 52°C felett (Caterina és
mtsai, 1999), a TRPV3 33°C felett (Xu és mtsai., 2002), a TRPV4 pedig 27°C-o0s
hémérsékleti érték felett aktivalodik (Strotmann és mtsai, 2000).

A TRPV csatorndk azonban a héérzékelésen kiviil szertedgazd, eddig még kevéssé
vizsgalt funkciokkal is rendelkezhetnek: az endothelben, a sziv és az erek miocitaiban
megjelend TRPV2 receptor potencialis mechanoszenzorként funkcional, hiszen a
membranfesziilés altal aktivalodva vélhetéen részt vesz a vérnyomds szabalyozasidban
(Muraki és mtsai., 2007). Az inzulinszerii névekedési faktor (IGF) a TRPV2 membranba vald
mtsai., 1999).

A TRPV3 jelen van a bér keratinocitaiban és a szOrtiiszokben. A mutans TRPV3
receptorral rendelkez6 egerek kopaszak és dermatitiszben szenvednek (Asakawa és mtsai.,
2006). A csatorna szerepet jatszik a viszketés létrejottében, ez jO terapias célpontta teszi az
ekcéma és egyeb viszketéssel jard borbetegségek kezelésében (Steinhoft és Biro, 2009).

Fontos szerepet tolt be az iziileti kondrocitdk mechanikus ingerekre adott valaszdban a
TRPV4. A terhelés kovetkeztében megvaltozd ozmotikus viszonyokra a sejtek az
intracellularis Ca®* szint valtoztatasaval reagalnak, ami vélhetéen a TRPV4 aktivaciojanak
tulajdonithato (Phan és mtsai., 2009). A csatorna kiemelten fontos a kondrogenikus

differencidcioban is, pozitiv regulatora a porcfejlédés ,,mester” transzkripcids faktoranak, a
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Sox9-nek (Muramatsu ¢és mtsai., 2007). A TRPV4 funkcidnyeréses mutacioja sulyos, a
csontvazrendszert érintd elvaltozast, a brachyolmia egy tipusat hozza 1étre (Rock és mtsai.,
2008).

Az elébb emlitett fehérjék aminosav sorrendje 40-50%-os homologiat mutat a TRPV1
ioncsatornaval, Ca** ionra kis mértékben szelektivek (PCa/PNa ~3-10:1) és héérzékenyek
(Huang, 2004). A vanilloid csaladon beliil a TRPVS5 és a TRPV6 kiloégnak a sorbol, hiszen
kevesebb, mint 30%-0s homologiat mutatnak a TRPV1-el, nem héérzékenyek és nagy Ca*
szelektivitasi (PCa/PNa ~100:1) csatorndk (Peng és mtsai, 1999). Mindkét csatorna
konstitutivan aktiv és a szervezet szamos szovetében megtaldlhatdak. Tulajdonsdgaiknak
megfelelden a Ca”* abszorpciéval kapcsolatos folyamatokban vesznek részt, karosodasuk
esetén hiperkalciuria, osteoporosis jon létre. A TRPV6 egyes karcinomakban (prosztata, eml6,
vastagbél) fokozott mértékben expresszalodik, igy vonzéd diagnosztikus és terapids célponttd

valhat (Wissenbach és mtsai., 2001).

3.4 A TRPV1 receptor szerkezete

A TRPVI oligomer szerkezeti transzmembran ioncsatorna, mely négy TRPV1
alegység Osszekapcsolodasaval jon létre. Az alegységek olyan csoportokat tartalmaznak,
melyek szinergista modon segitik Osszekapcsoloddsukat egy miikodOképes ioncsatornava
(Urban és mtsai, 2011). A TRPV1 legtobbszér homotetramert alkot, de alkalmanként a
TRPV2-vel (Rutter és mtsai., 2005), vagy TRPV3-al (Smith és mtsai., 2002) hoz létre
heterotetramert. Ez magyarazatként szolgalhat a csatorna egyes esetekben megfigyelhetd, a
varttol eltérd héérzékenységére.

A human TRPV1 a 17-es kromoszoéman helyezkedik el (Hayes és mtsai., 2000). Maga
a fehérje 839 aminosavbol all, melyek hat transzmembran (TM) hélixet hoznak 1étre (S1-S6).
A csatorna szabalyozasaban kiilondsen fontos a sejten beliil elhelyezkedd C-, és N-terminalis

domén, melyek szamos fehérje-fehérje interakcios helyet tartalmaznak. (4. abra)
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4. abra. A TRPV1 alegységének szerkezete. A C- és N- termindlis domén intracellularisan, a
P-hurok az 6t6s €s hatos TM régid kozott talalhatd. (Montiel és munkatarsai utan modositva,
Montiel és mtsai., 2004).

Az N- terminalis régi6é legfontosabb alkotdja 6 ankyrin ismétlédoé egység (ankyrin
repeat domain, ARD), melyek vélhetéen a tetramerizaciohoz sziikségesek (McCleverty és
mtsai, 2006). Az N- terminus ezen kiviil olyan interakciés helyekkel is rendelkezik, ahol
kapcsolodni képes az ATP-vel és kalmodulinnal (CaM), melyek a csatornamiikodés
deszenzibilizaciojaban, mely folyamatos vagy tobbszori agonista kezelés utan figyelheté meg
(Vyklicky és mtsai, 2008). (4. abra)

A TRPV1 masik jelentés szegmense a C-terminus. Itt talaljuk a TRP-domént, mely az
ARD-khez hasonléan meghatarozo a tetramerizacioban. Delécigja esetén a TRPV1 tetramer
nem jelenik meg a sejtfelszinen (Garcia-Sanz és mtsai., 2004). A héérzékenységért felelos
struktira is ide lokalizalt, hiszen ha a hidegre érzékeny TRPMS8 C-terminalisat kicseréljiik a
TRPV1 C-terminalissal, az igy 1étrejott kiméra meleg hatasara aktivalodik (Brauchi és mtsai.,
2006). Ezen a molekularészleten torténik a PIP, modulacio, illetve CaM és tubulin kot6hely
jelenléte is feltételezhetd (Goswami és mtsai., 2007).

A csatorna permeabilitasaért felelds porus régiot az 6todik és hatodik TM hélix és a
koztik elhelyezked6 P-hurok hozza létre. Maga a poérus nagyban hasonlit a Kv1.2-es
fesziiltségfiiggd ioncsatornahoz, amely hasonld alfa hélixek altal hatarolt hidrofil {ireggel
rendelkezik (Salazar és mtsai., 2009). (4. abra)

A TRPV1 kiilonboz6 intracellularis jelatviteli utak részét képezheti, hiszen a PKA
(protein-kinaz A) (Rathee és mtsai., 2002), a PKC (protein-kinaz C) (Premkumar és Ahern,
2000), a CaMKII (Kalmodulin aktivalt protein-kinaz II. tipusa) (Jung €s mtsai., 2004), és a c-
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Src (cellularis ,,sarc” kinaz) (Jin és mtsai., 2004) tobb helyen is foszforilalhatjak a csatornat,

modositva annak aktivacios kiiszobét. (4. abra)

3.5 A TRPV1 aktivalasa és gatlasa

A TRPV 1, polimodalis kation csatorna, mely fdleg Ca**-t és Na*-t enged be a sejtbe és
annak depolarizaciojat okozza. Legjobban ismert a hdstimulus hatasara l1étrejové aktivacioja,
azonban a csatorna nyitasat mas ingerek, tobbek kozott a pH csokkenése (<6,5) és kiilonbozo
kémiai anyagok bekotddése is létrehozhatja. Osszességében tehat azt mondhatjuk, hogy a
TRPV1 egy, a sejtkarositd hatasokat integrald egységként, ,,nociceptorként” funkcional.

A TRPV1 aktivacioja irodalmi adatok szerint a 43°C és a f6lotti hdkezelés hatasara
jon létre. Felmeriilt, hogy a ho altali aktivacid valdjaban a csatorna fesziiltség-fliggésében
1étrejott  valtozds eredménye.  SzobahOmérsékleten a TRPV1 +150mV  korili
membranpotencidlokon aktivalédik, — ilyet pedig sosem tapasztalunk ¢él6 sejteken— a
hémeérséklet novelésével azonban a kiiszob fiziologiasabb fesziiltségek felé tolodik (Voets és
mtsai., 2004). Alacsonyabb pH hatasara, mely gyulladas vagy ischémia soran igen kénnyen
1étrejohet, a csatorna aktivalési kiiszobe lecsokken és mar testhomérsékleten is vezetoképessé
részén talalhato glutamat oldallancokkal 1épnek kapcsolatba (Jordt és mtsai., 2000). Ennek a
folyamatnak nagyon fontos szerepet tulajdonitanak a gyulladas sordan 1étrejovo
hiperalgéziaban. Minthogy az iziileti porc mélyebb rétegeiben az extracellularis tér kémhatasa
fiziologias kortilmények kozott is pH 6,5 koriili, igy a porcsejteken expresszalodd TRPV1
csatornak viselkedése egészen eltérhet az egyéb sejteken talalhatd hasonld csatornakeétol.

A TRPV1-et szamos kémiai anyag is aktivalhatja. Ezek koziil a legismertebbek a
vanilloid tipusu vegyiiletek, melyeket, az exo- és endovanilloidokra oszthatunk aszerint, hogy
el6fordulnak-e a szervezetben. A Kkiilvilagbdl szarmazo, jellegzetesen erds illata és iz
természetes vanilloidok szamos novényben megtalalhatoak. Legjobban ismert képvisel6jiik a
kapszaicin, de hasonl6 tulajdonsagokkal bir a piperin, eugenol, gingerol, allicin és a kamfor
IS. A kapszaicinnal tizszer hatékonyabb anyag a mesterséges olvanil (N-oleoylvanillamine), és
akar ezerszer potensebb a reziniferatoxin (RTX, Euphorbia resinifera) (Szolcsanyi és mtsai.,
1990). Ezek a lipidoldékony vegyiiletek a csatorna intracellularis részén a 3TM hélixhez kdzel
elhelyezked6 kapszaicin koté-région keresztiil fejtik ki hatasukat (Jordt és Julius, 2002). Ez a
kotdhely hianyzik a madarak TRPV1 receptorardl, ezért ezekben az allatokban a ho és a

szoveti acidozis aktivalja a csatornat, de a vanilloidok nem (Jordt és Julius, 2002).
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A TRPV1 csatornanak tobb splice- variansa is ismert, melyek az eredeti fehérjétol
eltéré érzékenységgel rendelkeznek (Schumacher és Eilers, 2010). A rét vérszivd denevér
(Desmodus Rotundus) infravoros sugarzast érzékeld szervében talalhatd neuronok egy
trunkalt C-terminalissal rendelkezd TRPV1-et tartalmaznak, ez a csatorna kb. 30°C-n
aktivalodik (Gracheva és mtsai., 2011). A ragcsalok nucleus supraopticus-aban kifejez6d6 N-
terminalis splice varians nem szenzitiv kapszaicinre, ozmoszenzorként funkcionalhat
(Sudbury ¢és mtsai., 2010). A sos iz érzékelésében tobb emlds esetében fontosak az amilorid
inszenzitiv Na® csatorndk, melyek a Na* ionok mellet K*-ra és Ca**-ra is permeabilisak. A
csatornak hoére és kapszaicinra érzékenyek és vélhetéen a TRPV1 egy splice varidnsanak
felelnek meg (Lyall és mtsai., 2004).

Az endovanilloidok legtobbszor a karosodott szovetekben halmozodnak fel, ami a
TRPV1 szerepét hangsulyozza a gyulladdsos hiperalgézia Iétrehozasdban. Az N-
arachidonylethanolamin (AEA, anandamid), N-arachidonoyldopamin (NADA), molekularis
szerkezetilkben is hasonlitanak a kapszaicinoidokra (Tognetto és mitsai., 2001). Ezek a
vegyiiletek azonban mas csatornakat, példaul a G-protein kapcsolt kannabinoid receptorokat
(CB1, CB2) is aktivaljak. Egyes lipoxigenaz metabolitok is aktivaljak a TRPV1-et, (5-, 12-,
¢és 15-hidroperoxi-eikoza-tetraénsav) (Hwang és mtsai., 2000), s6t az adenozin, ATP és a
poliamin spermin, spermidin és putreszcin esetében is beszamoltak ilyen hatasrol (Ahern és
mtsai., 2006). (5. abra)

A TRPV1 antagonistai kozott megkiilonboztethetiink a porusrégion kivill hato és
porusblokkolo szereket. A természetesen elofordulo TRPV1 antagonistdk szama igen
alacsony ¢és legtobb esetben szelektivitasuk ¢és hataserdsségiik elmarad a mesterséges
antagonistakétol. A thapsigargin, mely a népi gyogyaszatban fajdalomcesillapitasra is hasznalt
Thapsia garganica hatoanyaga, a TRPVI-en kivil a SERCA Ca®* pumpat
(szarko/endoplazmatikus retikulum Ca®* ATP-az) is gatolja. A TRPVI1 mesterségesen
l1étrehozott antagonistai koziill a legfontosabbak a kapszazepin (CZ), mely verseng a
kapszaicinnel a receptoron talalhato kotohelyért, valamint a ruthenium vorés (RR), mely az

0sszes TRP csatorna porusblokkoldja. (5. abra)
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5. abra. A TRPV1 agonistai és antagonistai. A tiblazat bemutatja a leggyakrabban hasznalt
TRPV1 ioncsatornat aktivald ¢és gatld farmakonok listdjat. Kisérleteink soran a
reziniferatoxint, kapszazepint és kapszaicint alkalmaztuk.

Roviditések: RTX: reziniferatoxin, 2-ABP: 2-Aminoetoxidifenil-borat, AEA: anandamid,
NADA: N-arachidonoyl-dopamin, OLEA: N-oleoil-etanolamin, ATP: adenozin-trifoszfat,
HPETE: hidroperoxi-eikoza-tetraén sav, CZP: kapszazepin, RR: ruténium vords (Vriens és

munkatarsai utan modositva, Vriens és mtsai., 2009).

3.6 Szdoveti megjelenés - régi és 1ij szerepek

1997-es leirasa 6ta a TRPV1 receptor igen kedvelt célpontja lett a kutatoi
funkcidirdl szerzett ismereteink. A csatornat, melyet legel6szor neuronokon detektaltak és a
fajdalomérzettel hoztak kapcsolatba, késdbb tobb, nem ingerelheté sejttipuson is
megfigyelték. Funkcioi igen sokrétiiek és a legtobb esetben még nem teljesen ismertek.

A csatorna tobbek kozott Kkerationcitikban, szebocitdkban, urotéliumban, a
hugyholyag simaizomzataban, endotél sejteken, sét egyes allatok esetében 1épben, vesében,
majban, tiidében és a szivizomban is detektalhatoé (Vennekens és mtsai., 2008). Ismert, hogy a

TRPV1 szamos immunsejten is megjelenik, igy részt vesz a proinflammatorikus citokinek

crer
------

crer

Az erek simaizomzatdn ¢és endotéljén is kifejez0dé6 TRPV1 szerepet jatszik az
ératmérd szabalyozasaban. A simaizom TRPV1 vazokonstrikciot medial (Kark és mtsai.,
15



2008), amelynek szerepe lehet a hipertonia patogenezisében. A kronikus hipoxia fokozza a
TRPV1 aktivaciojat (Ristoiu és mtsai., 2011), ez felveti annak lehetdségét, hogy a csatorna
kapcsolatban all az isémids szivbetegséggel. Ismert, hogy a hipoxia és a magas vércukorszint
a legfontosabb tényezOk a diabétesz mellitusz sz6vodményeinek kialakulasaban. A hipoxia
szenzitizalja a TRPV1-et, kiillondsen, ha az emelkedett gliikoz szinttel tarsul (Ristoiu és
mtsai., 2011). Erdekes adalék, hogy az inzulin és az IGF fokozza a csatorna kifejez6dését
(Lilja és mtsai., 2007). A pankredszt beidegzd szenzoros neuronok idegvégzddésein talalhato
TRPV1 receptorok a szenzoros neuropeptidek felszabaditasat és igy kozvetve a Langerhans-
szigetek funkciojat befolyasoljak (Uchida és Tominaga, 2011). A TRPV1 aktivaci6 vélhetden
jelentds lehet a kettes tipust diabetes mellitus és az obezitas patogenezisében (Zsombok,

2013).

3.7 A porcszovet és a TRPV-k

Jelen dolgozat targya a TRPV ioncsatornak megjelenésének feltérképezése, azon beliil
is a TRPV1 receptor vizsgalata a kondrogenezis folyamataiban. Az érett porcsejtek
felsziniikon szamos ioncsatornat kifejeznek, melyek fontos szerepet jatszanak a sejt
¢letfolyamatainak szabalyozasaban (Barrett-Jolley és mtsai., 2010). Mint mar emlitettem, az
iziileti kondrocitak olyan sajatos koriilmények kozott- alacsony oxigén szaturacio és savas pH
- ¢élnek a porcszovetben, mely kornyezeti tényezOk befolyasolhatjak a vanilloid receptorok
aktivitasat.

Az utdbbi években tobb kozlemény is foglalkozott a TRPV receptor csalad tagjainak
izliletekben torténd megjelenésével. Szabd és munkatarsai szerint egérben a TRPV1 szerepet
jatszik a kronikus artritisz kialakulasaban (Szabd és mtsai., 2005). Ezzel egybehangzoan
Valdes és munkatarsai szerint is a pro-nociceptiv TRPV1 ioncsatornanak prominens Szerepe
lehet az oszteoartritisz lefolyasaban (Valdes és mtsai., 2011). Gavenis és munkacsoportja a
TRP csalad 12 tagjat mutatta Ki mRNS szinten oszteoartritiszes betegek porcsejtjeiben, koztiik
a TRPV1-et is (Gavenis és mtsai., 2009). Az iziileti porcsejtek membranjan a TRPV4, TRPVS
és TRPV6 (Hdud és mtsai., 2012) fehérje szinten torténd kifejezésérdl tudunk. A Ca®*
permedbilis TRPV csatornak vélhetden a porcsejtek ozmotikus €s mechanikus stresszre adott
valaszaban jatszanak szerepet. A TRPV4 szerepe a porcszdvetben kiilondsen jelentds, hiszen
a csatorna pozitiv regulatora a porcfejlodés egyik mester-génjének, a SOX9-nek (Muramatsu
és mtsai.,, 2007) és funkcionyeréses mutacidja stlyos, a vazrendszert érinté fejlodési

rendellenességhez vezet (Rock és mtsai., 2008).
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Osszegezve elmondhatjuk, hogy atfogo leiras, mely a porcsejtek vanilloid receptor
mintazataval foglalkozna, esetlegesen a kondrogenezisben betoltott szerepiiket vizsgalna,
eddig még nem késziilt. Ezért a palyamunkamban bemutatott kisérletek soran monitoroztuk,

mely vanilloid receptorok fejezédnek ki a kondrogenezis soran és vizsgaltuk a TRPV1
ioncsatorna porcképzodésben betoltott szerepét.
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4. Célkituzeés:

Kisérleteinket két részre oszthatjuk: egyrészt a Tranziens Receptor Potencial Vanilloid
ioncsalad mRNS szinten torténd expresszidos mintazatat kivantuk vizsgalni, majd a
kondrogenikus kultarakban megjelend TRPVI1 ioncsatorna jellemzésével folytattuk
megfigyeléseinket.
A TRPV ioncsatorndk mRNS szinten torténd expresszids mintdzatat az alabbi csoportokban
szandékoztuk megvizsgalni:
- csirke iziileti porcban (négy napos embrid végtag, egy napos frissen kikelt csirke €s
felnétt allat iziileti porcaban)
- nagy surtiségii (HD) kondrogenikus kulturakban.
A palyamunkdm masodik felében a kisérletek a csirke HD kultarakban mRNS szinten
kifejez0d6 termoszenzitiv  TRPV1 ioncsatornara sziikiiltek, melynél az aldbbi kérdésekre
kerestiik a valaszt:
- Fehérje szinten is expresszalddik-e a TRPV1 membrancsatorna?
- TRPVI1 agonistdk és antagonistak alkalmazédsa hogyan befolyasolja a porcosodas
folyamatat az in vitro porcosodo HD kultarakon?
- Hokezelés utan (fél 6ra intervallum, 41 és 45 °C), a termoszenzitiv TRPV1 receptor
mRNS expresszidja idében hogyan valtozik?
- A hokezelés milyen hatassal van a csirke HD kulturak metakromatikusan festdo
ECM mennyiségére?

- Ezen stimulus alkalmazasakor hogyan valtozik a sejtek élet- és osztodoképessége?
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Sejttenyésztés

A HD kultara létrehozasahoz hasznalt kondroprogenitor sejteket Ross fajtaju fehér
hushibrid csirkeembriok disztalis végtagtelepeib6l nyertiik. A tojasokat négy napig
keltetdgépben, 39°C hémérsékleten 60%-o0s paratartalomban Keltettiik. A Hamburger-
Hamilton 22-24 stadiumban 1évé embriok disztalis végtagtelepeit operald mikroszkop alatt
eltavolitottuk, majd egy oran keresztiil 0,25% tripszin-EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav)
oldatban (pH:7,4, Sigma, Budapest, Magyarorszag) 37°C-n emésztettiik. A sejtek izolalasa
utan Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a sejtszamot, majd 1,5 x 107 sejt/ml siirfiségii
sejtszuszpenziot hoztunk létre. Ebbol a kisérlet tipusatdl fliggéen kiilonbozé (30-100 pL)
térfogatli cseppeket helyeztiink mlianyag Petri csészék aljara. A sejteket termosztatban 37°C -
on, 5% CO, és 80% relativ paratartalom mellett 2 6ran keresztiil hagytuk kitapadni, majd 10%
FBS-t tartalmazo6 (fotalis borjuszérum), antibiotikumokkal és antimikotikummal (penicillin 50
U mL™*, streptomycin 50 pg mL*, fungizone 1.25 pg mL™*; (TEVA, Debrecen,
Magyarorszag)) kiegészitett F12 (Sigma, Budapest, Magyarorszag) tapoldattal taplaltuk. A
taptalajt, amennyiben a kisérlet menete masképp nem diktalta, kétnaponta cseréltik. A

kicseppentés napjat a tenyésztés nulladik napjanak tekintjiik.

5.2 Szovetmintak

A Kkisérletek soran felhasznalt szovetmintakat négy napos csirke embriokbol (disztalis
végtagtelep), egy napos csirkébdl (iziileti porc, agy) illetve feln6tt kakasbol (iziileti porc, agy,
vese) nyertiik és cseppfolyds nitrogénben torténd fagyasztds utan felhasznalasig -70°C-n

taroltuk.

5.3 A porcképzédés mértékének fénymikroszkopos detektalisa

A differencidlodott porcszovet egyik fontos jellegzetessége, hogy a kondrocitakat nagy
mennyiségli metakromatikusan festod0 ECM veszi koriil. Ezt a tulajdonsagat felhasznalhatjuk
a porcosodas mértékének nyomon kovetésére, a dimetil-metilénkék (DMMK) és toluidinkék
(TK) festéseket (Reanal, Magyarorszag) segitségiil hivva.

Mindkét modszernek az az alapja, hogy az ECM-ben taldlhatd negativan toltott

glilkozaminoglikdnok a festékmolekuldkat oly mddon kétik meg, hogy ekozben a kék szinli
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festékmolekuldk szine vordsre valtozik. Igy szemikvantitativ informaciot nyerhetiink a
porcsejtek altal termelt matrix mennyiségérol.

A sDMMK (savas DMMK) festés soran a végtagtelepekbdl izolalt sejtszuszpenzidobol
30ul-es cseppeket cseppentiink megfelelé tenyészedények aljaba helyezett iiveg
fed6lemezekre, majd a sejteket a fentebb ismertetett koriilmények kozott tenyésztjiik. A
tenyésztés végét jelentd hatodik napon a sejteket CMF-PBS-sel (Kalcium- ¢és
magnéziummentes foszfat puffer) mossuk, majd abszolit alkohol és 40%-0s formalin 4:1
aranyu keverékével 30 percen keresztiil fixaljuk. Hidralast kovetden 3%-0s ecetsavban oldott
DMMK segitségével 5 percig festjiik a telepeket, majd ecetsavas és desztillalt vizes mosés
utan kristalyragasztoval fedjiik le 6ket. Egy napos allas utan a végleges fedés DPX-szel (fed6
médium, distyrén, plasticizer és xylén keveréke) torténik. Az alacsony pH eredményeként a
metakromdzidsan festddd proteoglikdnok voOrds szinben latszanak, a kék szind,
ortochromatikus fest6dés pedig elhanyagolhat6. A telepeket mikroszkop (2x objektiv, skala
1mm) és digitalis kamera segitségével orokitettiik meg (Nikon Eclips 800, Tokio, Japan).

A TK festés soran a telepeket megfestjiik, majd standard mennyiségli oldoszerbe
visszaoldott festék abszorbancidjat megmérve kaphatunk szemikvantitativ informéciot a
metakromatikusan fest6édott ECM mennyiségérdl. Ehhez a 30ul-es sejtszuszpenzid-cseppeket
megfeleld tenyészedényekbe cseppentjiik, majd a tenyésztés hatodik napjan CMF-PBS-sel
lemossuk. A telepeket Kahle-féle fixaloval (28% etanol, 10% formalin, 2% jégecet, 60%
desztillalt viz) 15 percig fixaljuk, ez utan glikokol-HCI pufferben (pH 1,8) oldott TK
festékkel 15 percen keresztiil festjiik. A nem ko6tddott festéket a glikokolos-HCI pufferrel
kimossuk, majd a gliikkozaminoglikanok negativ toltéseihez er6sen k6tddo festékmolekulakat
standard mennyiségli HCl oldattal nyerjiik vissza. Az oldat abszorbancidjat 625 nm-en
mikroplate leolvasd (Chameleon, Hidex, Turku, Finnorszag) segitségével hatarozzuk meg. A

méréseket négy mintaval, és legalabb harom egymastol fliggetlen alkalommal elvégeztiik.

5.4 A TRPV1 receptor aktivalasa és gatlasa kémiai agensekkel

Vizsgalataink soran kiilonb6z6 kémiai anyagokkal kiséreltiik meg aktivalni illetve
gatolni a csirke TRPV1 receptort, hogy megfigyelhessiik annak kondrogenezisben betoltott
esetleges szerepét. Agonistaként kapszaicint (Kap; 10 és 100uM) és reziniferatoxint (RTX; 50
¢s 100pM, 100 nM), mig antagonistaként kapszazepint (CZ; 10uM) hasznaltunk. Olddszeres
kontrollként a fent emlitett farmakonok oldoszerét, abszolut etanolt hasznaltunk. A

torzsoldatokat -20°C-n taroltuk. A kezeléseket kiilonbozd iddpontban, és idStartamokig (a
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tenyészés elsé vagy masodik napjan 30 percig vagy 4 oraig) vagy folyamatosan (az els6
tenyésztési naptol vagy a masodik tenyésztési naptol fogva) alkalmaztuk a kiilonbozo
tenyésztés hatodik napjan a telepeket DMMK-val ¢és TK-kel festettilk, hogy

megvizsgalhassuk a keletkezett matrix mennyiségét.

5.5 Hokezelés hatasa a HD kulturakra és a TRPV1 ioncsatornara

Mivel a TRPV1 receptor polimodalis, hdszenzitiv ioncsatorna, ezért kivancsiak
voltunk, hogyan véltozik a TRPV1 mRNS expresszidja hokezelés hatasara. Vizsgalataink
soran a kultardk egy részét 41, mig egy masik részét 45°C-os inkubatorba helyeztiik a
tenyésztés harmadik napjan harminc percre, majd a kultardkat visszahelyeztilk normal
inkubalasi koriilmények kozzé (37°C, 5% CO; és 80% relativ paratartalom). A hatodik
tenyésztési napon a telepeket savas DMMK-val és TK-kel festettiik. A telepek egy rész¢ébdl a
kezelések utan 30, 60, 90, 180 és 240 perccel MRNS-t izolaltunk, majd késébb RT PCR-t
végeztiink, hogy megfigyelhessiik a hékezelés hatasat néhany molekula, (Hsp47, Hsp70,
Hsp90, Sox9, II. kollagén és aggrekan link protein) illetve a TRPV1 mRNS szinten torténd
megjelenésére. Természetesen, minden esetben hasznaltunk kontrollt, amely ebben az esetben

hékezelésnek ala nem vetett, a kezelés teljes ideje alatt 37°C-on tartott sejteket jelenti.

5.6 RT- PCR reakciok

Az Reverz Transzkripciot kovetd Polimeraz Lancreakciokat (RT-PCR) az altalunk
létrehozott HD kultaradkon és kiilonb6z6 szovetmintakon is elvégeztiik.

A porcosodd kulturdkat millanyag petri csészékben tenyésztettiik, majd megfeleld
idépontokban a kulturékat lefagyasztva a mintafeldolgozasig -70°C-on tartottuk. A TRPV1, 2,
3, 4 és 6 receptorok kimutatasanak céljabol a HD kultarakat 0-6- tenyésztési napokon, és
TRPV1 ioncsatorna vizsgalat miatt pedig kdzvetleniil a hdstimulusok utan 30, 60, 90, 180 és
240 perccel arattuk le a mintakat.

Els6 Iépésként a telepekbdl és a szovetmintainkbol totdl RNS-t izolaltunk. Ehhez
TRIZOL (Applied Biosystems, Amerikai Egyesiilt Allamok) reagensbe vettiik fel a mosott
mintakat majd kloroformot adtunk hozzajuk. Elére hiitétt 4°C-s centrifugdban 15 percig
11.000 RPM-en (fordulatszam, revolutions per minute) centrifugaltuk a sejteket, ezt kovetéen
az RNS-t tartalmazo felsd, szintelen vizes fazist leszivtuk, €s izopropanolt adtunk hozza.

Ezeket a mintakat -20°C-on egy oran keresztiil inkubaltuk, majd 11.000 RPM-en 20 percig
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ujra centrifugaltuk. A feliilusz6 ledntése utan a kicsapodott RNS-t 70%-0s alkoholban
tisztitottuk, végiil RNaz-mentes vizben oldottuk fel. Az izoldlt RNS mennyiségét ¢&s
tisztasagat NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilék
segitségével ellendriztiik. A kapott oldat abszorbanciajat 260 nm-en (nukleinsavak
abszorpciés maximuma) és 280 nm-en (fehérjék abszorpciés maximuma) mértik ¢&s
tisztasagat akkor tartottuk megfelelonek, ha a 260/280 arany> 1,7. Az izolalt mMRNS-t
felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

Az igy nyert mintakat felhasznalaskor egységesen 2.000 ng RNS/minta koncentraciora
higitottuk, majd reverz transzkripcids kit (High Capacity RT Kit, Applied Biosystems,
Amerikai Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval, oligo (dT) primerek segitségével az Gtmutatd
szerint cONS-t (komplementer DNS) készitettiink.

Az amplifikaci6 soran hasznalt PCR reakcio elegyek Osszetétele a kovetkezo volt: 5 pl
5x GoTaq zo6ld szini reakcios puffer, 0,5 ul ANTP (10 mM toérzsoldat), 0,5 pl sense és
antisense primerek (10 uM -os torzsoldat), 0.125 pl Gotaq DNA polimeraz (Su/pl), 1 pl
cDNS, amit RN4z-mentes vizzel 25 pl-re egészitettiink ki (Promega, Fitchburg, Amerikai
Egyesiilt Allamok).

A kivant DNS-szakaszok specifikus felerdsitéséhez programozhatd termosztatot
hasznaltunk (Eppendorf Mastercycle, Németorszag) a kovetkezd beallitasokkal: 2 perc 96°C-
on a kezdeti denaturaciohoz, amelyet 35 ismétlodo ciklus kovetett: 95°C 30 masodperc, majd
primertél fiiggd, optimalis hémérsékleten 30 madasodpercen tortént az annellacio, a
lanchosszabbitas pedig 72°C-on fél percig tortént. Az utolsé ciklus utdn egy végso
lanchosszabbitasi 1épés kovetkezett 72°C-on, 5 percig.

A PCR-mintakat végiil etidium-bromiddal megfestett 1,2%-os agardz gélen futtattuk
meg ¢és géldokumentacios rendszerrel digitalizaltuk. A denzitometralast Image J program

(http://rsb.info.nih.goV/ij/) segitségével végeztik.
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Az amplifikdcidhoz felhasznalt primer-parok szekvenciai, annelldciés hdmérsékletei és

termékhosszai az alabbi tablazatban vannak 6sszefoglalva:

Annellacios Termékhoss NCBI
Primer név Primer szekvencia hémérséklet z azonosité
°C) (bp)
TRPV1 5' TTCGTTCACTCTTTGCTCCTC 3'
sense , , 54 511 NM_204572.1
antisense 5' TGCTCACAGTTTCTCCCATCA 3
TRPV2 5'CCCTTGGAGTCACCTTACC 3' XM_00494668
sense 54 240 71
antisense 5 CTTCCCAGTCTTTGCATCT 3 :
TRPV3 5' CCCCTCAATTCACTCCTGC 3' XM 00123515
sense 57 591 - 43
antisense 5' GGAAAGGCATTCACCACCA 3' :
TRPV4 5-TCGCCGAGAAGACGGGAAAC-3'
sense 61 693 NM_204692.1
antisense 5-GGCGGTTCTCAATCTTGCTGTT-3'
TRPV6 5' CATGTAGCTGCCTTGTATGA 3'
sense 54 447 XM_416530.3
antisense 5" TGATCTTGGTCCCTCTTTG 3
5> CCCCAACGCCATCTTCAA 3’
Soxf.’ sense 56 381 NM_204281.1
antisense 5 CTGCTGATGCCGTAGGTA 3’
Hsp47 5 ATGGTGACCCGCTCCTACA 3'
sense 60 303 NM_205291.1
antisense 5'GCCCAGATCAGCCAAGTGT 3'
Hsp70 5' AAGCGTAACACCACCATTCC 3' NM 00100668
sense 58 375 - 51
antisense 5' CTTGGCTCCCACCCTATCTC 3 :
Hsp 90 5' CATTCTCAGTTCATTGGCTAC 3' NM 00110978
sense 54 332 51
antisense 5 TGGTCCTCCCAGTCATTAG 3' :
GAPDH 5'CTGCCCAGAACATCATCCCAS3'
sense 58 366 NM_204305.1

antisense 5'CACGGTTGCTGTATCCAAACTCAT'Y’

5.7 Fehérjék kimutatasa western blot technika segitségével

A kultardkban megjelend TRPV1 ioncsatorna fehérje szinten torténd kimutatdsa
céljabol a harmadik tenyésztési napon a mintakat 100 pul RIPA pufferben szuszpendaltuk
(150 mM NacCl, ,1% NP40, 0.5% natrium-deoxikolat, 0,1% SDS, proteaz inhibitor koktél (10
pg/ml gordox, 10 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 5 mM benzamidin, 10 pg/ml tripszin-
inhibitor, 5SmM EDTA, 8mM natrium-fluorid, 1 mM natrium-ortovanadat) 50 mM Tris
pufferben (pH 8,0)), majd nitrogénben lefagyasztottuk, és felhasznalasig — 70 °C —on taroltuk.
A fehérjekoncentracio meghatarozasa elétt a mintakat 30 masodpercen keresztiill 40 Hz-en
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szonikaltuk (Cole Palmer Sonifier, Danbury, Amerikai Egyesiilt Allamok). Centrifugalas (4
°C, 50.000 g, 90 perc) utan az iiledéket 1 %-0s Triton X-100-as lizis pufferben 1 6ran 4t jégen
trituraltuk. 4 © C-on 50.000 g-vel 55 percen keresztiil megint centrifugaltuk, majd a feliiliszot
(membranfrakcid) szeparaltuk. A fehérjekoncentraciot BCA protein assay (Pierce, Rockford,
IL., Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével hataroztuk meg. Ezt kovetden, a mintakhoz
kétszeres toménységii elektroforézis mintapuffert (0,125 M Tris—HCI, pH 6,8; 4% SDS, 20%
glicerol, 10% 2-merkapto-etanol, 0,004% bromfenolkék) adtunk és 10 percig 90°C-on
tartottuk. A mintak gélben torténé szeparalasa (7% SDS-PAGE) utan Trans-Blot Turbo
transzfer rendszer (Bio-Rad, Berkeley, Amerikai Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval a
fehérjéket atvittiikk nitrocellul6z membranra. A membranokat PBS-ben oldott sovany tejpor 5
%-o0s oldataval blokkoltuk szobahdn egy oOran keresztiil. A primer antitest (TRPV1, 1:500,
Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag, ¢s GAPDH 1:1000, Cell Signaling) hozzaadasa utan
a membranokat egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden, haromszor 10 perces
PBST-s (0,1% Tween20-szal kiegészitett PBS) mosas utan a membranokat tormaperoxidazzal
kapcsolt szekunder antitesttel (kecskében termeltetett nytil-elleni masodlagos antitest, 1:1500,
Bio-Rad, Berkeley, Amerikai Egyesiilt Allamok) egy oran keresztiil inkubaltuk, végiil a
felesleges szekunder antitestet haromszor 10 perces PBST-s mosassal tavolitottuk el. A
jeleket kemilumineszcens modszerrel tettiik lathatova (Pierce, Rockford, Amerikai Egyesiilt
Allamok).

5.8 A sejtek életképességének vizsgalata MTT-assay-vel

A mddszer, mely segitségével a sejtek életképességét kvalitativva tudjuk tenni, azon
alapul, hogy az MTT reagensben talalhato 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium-
bromidot az ¢l6 sejtek mitokondrialis-dehidrogenazai hasitjak és igy a sarga szind
tetraz6liumbol vizben oldhatatlan, bibor szinli formazan kristalyok keletkeznek. Ha ezeket
savas izopropanolban feloldjuk és az oldat abszorbancigjat 570nm-en megmérjiik, a kapott
érték aranyos lesz a sejtek életképességével. A tenyésztés kezdetén létrehozott
sejtszuszpenziobol 30 ul-es cseppeket négylyukt platekbe cseppentiink, és a tobbi sejttel
azonos koriilmények kozott tenyésztink. A harmadik tenyésztési napon, a hdkezelések
befejeztével a lyukakba 25 pl MTT oldatot (5mg/ml) pipettizunk. Két 6ra 37°C-n torténd
inkubalas utan,—mely soran az €16 sejtek mitokondrialis-dehidrogenazainak lehetéségiik van
elhasitani a tetrazolium gyurit—a feliiliszot leszivjuk és MTT szolubilizal6é oldatot (90%

izopropanol, 10% Triton X-100) adunk a sejtekhez. 10 perces razatas alatt a formazan
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kristalyok feloldodnak a szolubilizald oldatban, majd az oldat fénylenyelését mikroplate
leolvasd (Chameleon, Hidex, Turku, Finnorszag) segitségével 570nm-en mérjiik. A méréseket

4-4 wellen, legalabb harom alkalommal elvégeztiik.

5.9 A sejtproliferacié vizsgalata *H-timidin-beépiilés mérésével

A vizsgalat Iényege, hogy a sejtek a meghatarozott id6 alatt 1étrejott osztdédasok
szamaval ardnyos mennyiségii radioaktivan jelzett nukleotidot (*H-timidin) épitenek be és igy
a kisérlet befejeztével mért beiitésszam aranyos lesz a proliferacids rataval. A tenyésztéskor
hasznalt sejtszuszpenzidé 30 ul-es cseppjeit cseppentjiik négylyuka tenyészedényekbe. A
harmadik tenyésztési napon, a kezeléseket kovetéen 1ul/ml-es koncentracioban alkalmazzuk a
tricialt-timidint 16 oran keresztiil (t6rzsoldat: metil-?’H-timidin, 37 MBq, 1 mCi/ml 185 GBgq;
Amersham, Egyesiilt Kiralysag) CMF- PBS-es mosas utan 30 percen keresztiil tartdé 5%-0s
triklor-ecetsavas inkubacioval kicsapjuk a mintakat. Ujabb mosast kovetéen 0,25% -0s
tripszinnel 10 percig emésztjiik, majd ezeket a mintakat specialis 96-lyukua tenyészedényekbe
helyezziik, és hosszabb szaritds utan mikroplate leolvas6é (Chameleon, Hidex, Finnorszag)

segitségével lemérjiik a beiitésszamot. A méréseket legalabb harom alkalommal elvégeztiik.

5.10 Alkalmazott statisztika

Kisérleteinket minden esetben legalabb haromszor ismételtik meg és a statisztikai
elemzéshez kétmintas Student-féle t-probat alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p<0.05-nek

tekintettik.
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6. Eredmények

6.1. A TRPV receptorok mRNS szinten torténé Kifejezodése

A vanilloid receptorok mRNS szinten torténd megjelenését 7 tenyésztési napon
keresztiil kovettiik nyomon a primer mezenchimalis HD kultarakban. mRNS szinten TRPV1,
2, 3 és 4 receptorokat tudtuk detektalni. (6. abra) A TRPV1 ¢és 3 ioncsatondk mRNS mintazata
hasonld, azaz a 2-4 tenyésztési napokon emelkedé majd csokkend tendenciat mutat, mely
hosszabb tenyésztési iddintervallum soran (9 nap) is megfigyelhet6. A TRPV2 és 4
receptorok ettél, és egymastol is eltérd expresszids mintazattal jellemezhet6ek, ahol a TRPV2
ioncsatorna mRNS expresszidja a masodik tenyésztési naptol szinte konstans, mig a TRPV4
mRNS expresszidja fokozatosan emelkedik. A TRPV6 ioncsatorna mRNS-ét nem tudtuk
kimutatni, a TRPV5 vizsgalatahoz pedig a faj specifikus referencia szekvencia hianyaban nem
terveztiink primert. A szekvencia-Osszehasonlitasi eljarasok soran tervezhetd primer
alkalmazasat elvetettiik a csirke TRPV szekvenciak valtozékonysaga miatt. A késdbbiekben
azokra a vanilloid receptorokra helyeztikk a hangstlyt, melyek jelen vannak a kisérleti
modelliinkben, és a porcdifferenciacid szempontjabol meghatarozd6 masodik és harmadik
tenyésztési napokon jellegzetes kifejez6dési mintazatot mutatnak. llyen példaul az irodalmi
adatok altal alatamasztott, a kondrogenezisben fontos szerepet betolté TRPV4, illetve az
eddig porcsejtekkel kapcsolatban kevéssé vizsgalt TRPV1 és a TRPV3. (6. abra)

Tenyésztési napok Tenyésztési napok
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
TRPV1 pe—es TRPV4
511bp—---- 693 bp ——--.i
oD 10 10 14 09 10 03 0.4 oD 1.0 51 63 10 10 12 11
TRPV2 TRPV6
240 bp GED AN GED aED e o 447 bp
oD 10 24 21 25 22 18 23 OoOb 00 00 00 00 00 00 00
TRPV3 |5n s 990 o8 0% o s | CAPDH | o aup e > @ a» &
591 bp 366 bp

oD 1.0 20 24 26 21 14 16 ob 09 09 10 10 10 10 1.0

6. abra. A TRPV receptorok mRNS expresszioja csirke HD kultarakban 7 tenyésztési napon
keresztiil nyomon kovetve. A TRPV1 és TRPV3 ioncsatorna csokkend, mig a TRPV4
novekvé MRNS mintazatot mutat a tenyésztés soran. (OD: optikai denzitas).
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A receptorok mRNS kifejezddését kiilonboz6 csirke szdvetekben is megvizsgaltuk,
melyeket tgy valogattuk 0Ossze, hogy olyan porcmintakat tartalmazzon, ahol nyomon
kovethetjiik a kérdéses ioncsatornak expresszios mintazatat. Porcosodé mintaként négy napos
embrionalis végtagtelepet valasztottunk. Mivel az ujonnan kikelt allat iziileti porcara jelentds
hatast gyakorolnak a legelsé napokban jelen 1évé mechanikai erdk, ezért egy napos csirke
iziileti porcat is felhasznaltuk. Utolso érettségi stadiumként egy fél éves kakas iziileti porcat
izolaltuk, melyben az iziileti porcmatrix elrendezddése stabil, a kondrocitak érett, lasst
anyagcseréjii  sejtekké  differencialodtak. A primerek ellenérzésére  idegrendszeri
szovetmintakat (a megfelelé kort allatok agya) illetve a TRPV6 ioncsatorna pozitiv
kontrolljaként vesét alkalmaztunk. Az izolalt mRNS mintdkban torténd egységes higitasat
GAPDH primer alkalmazasaval ellendriztiik. A kisérletek eredményét a 7. abra mutatja be.

Az embriondlis végtagtelep mind az o6t altalunk vizsgalt TRPV receptort kifejezi
(TRPV1-4 és TRPV6). A TRPV2 és TRPV4 ezen kiviil megjelenik a fiatal allat és a feln6tt
izlileti porcban is, ezzel szemben a TRPV1-et és TRPV3-at csak nagyon limitalt

mennyiségben tudtuk detektalni iziileti porcban. (7. abra)

vT ip FiP A FA v vr ip  FiP A FA v
571 bp | S - | G .
T (g - — D [ an om
591 bp | P el Andiied T X T X

7. abra. A TRPV receptorok kifejezddése szovetmintdkon. A TRPV2 és TRPV4 mRNS
detektalhaté az embrionalis végtagtelepen, valamint fiatal és felnétt allat iziileti porcan. A
végtagtelep ezen kiviil TRPV1, TRPV3 és TRPV6 csatorndkat is kifejez, melyek azonban
nem detektalhatdk jelentés mennyiségben a fiatal és felndtt iziileti porcban. Roviditések: VT-
végtagtelep, IP- 1 napos csibe iziileti porc, FIP- felnétt allat iziileti porc, A- 1 napos csibe agy,
FA- felnétt allat agy, V- vese.

A tovabbiakban a kisérletek iranyat szem el6tt tartva magyarazatomat a TRPV1
receptorra  szlikitem le. Lathato, hogy a TRPV1 mRNS szinten jelen van a
végtagkezdeményekben, de a felnétt allat iziileti porcdban nem tudtuk kimutatni. (7. ébra)
Valosziniileg joval alacsonyabb az expresszios szintje, illetve kimutatasat a kemény
porcszovet nehézkes feltarasa is korlatozhatja. A primer HD kultaraban a hét tenyésztési nap
folyaman expresszioja ives lefutasi és a porcfejlodés szempontjabdl meghatarozd 2-3.

tenyésztési napokon minimalisan ugyan, de erdteljesebb.
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6.2. A TRPV1 fehérje szintii expresszidja

A TRPVI fehérje expressziojat a tenyésztés harmadik napjan western blot segitségével
vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként csirke agyat hasznaltunk. Lathatd, hogy a porcosodod sejtek
citoszoljaban nagy mennyiségben van jelen a TRPV1 fehérje, de a membranfrakcioban is
jelen van a harmadik teny€sztési napon. Belsé kontrollként GAPDH antitestet alkalmaztunk,

mely nem jelent meg a membranfrakcioban, jelezve annak tisztasagat. (8. abra)

8
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8. abra. A TRPV1 fehérje szinten torténd kiféjezc’idése high density kulturdkban a harmadik
tenyésztési napon. A csirke TRPV1 a citoszolban és a sejtmembranban is detektalhat6. Belsd
kontrollként GAPDH-t alkalmaztunk.

6.3. A TRPV1 aktivalasa és gatlasa farmakologiai modszerekkel

Irodalmi adatok szerint a csirke érzé neuronokban kifejez6dé6 TRPV1 receptor nem
reagal kapszaicinre és a hozz4 hasonld vanilloid jellegli vegyiiletekre, eltéréen az emlds
TRPV1-t6l, mely az evolucid késObbi szakaszdban valt érzékennyé ezekre a farmakonokra
(Jordt és Julius 2002). Mivel az altalunk alkalmazott modell nem idegrendszerbdl szarmazik,
eltéré szovet révén ezeken a kultirakon mi is megvizsgaltuk a TRPVI1 receptoron hatd
vanilloid - szarmazékok hatasat, kiilonboz6 agonista (Kap, RTX), ill. antagonista (CZ)
reagenseket alkalmazva. A kezeléseket kiilonb6z6 koncentracioju agensekkel (10 és 100 uM
Kap, 50 ¢s 100 pM RTX, 10uM CZ), kiilonb6z6 id6pontokban ¢€s idétartamig végeztiik. Hét
nap tenyésztés utan savas toluidinkék festék-visszaoldasaval és abszorbancia mérést kdvetden
szemikvantitaiv informaciot kaptunk a metakroméziasan festddé porcmatrix mennyiségérol.

(9. abra)
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9. abra. A TRPV1 farmakologiai aktivalasa és gatlasa. A kémiai anyagok alkalmazisa nem
idézett eld jelentds valtozéast a termelt matrix mennyiségében. 8 fiiggetlen kisérlet atlag
eredménye. Roviditések: Kap- kapszaicin, RTX- reziniferatoxin, CZ- kapszazepin, F1- els6
tenyésztési naptol folyamatos kezelés, F2- masodik tenyésztési naptol folyamatos kezelés.

Amint az abran is lathatd, a kisérletek nem hoztak konzekvens eredményt. Ennek oka
valosziniileg az eldbbiekben emlitett evolucios kiilonbség a madarak és az emlésok TRPV1
receptorai kozott. Ezért kisérleteink folytatasahoz masfajta modszert voltunk kénytelenek

alkalmazni a csatorna aktivalasara.

6.4 A hokezelés hatasa a kondrogenezis folyamataira

Mivel a csirke modell miatt nem tudunk megfeleld farmakoldgiai agonistat vagy
antagonistat alkalmazni a TRPV1 receptoron, ezért aspecifikus aktivacioval, hdstimulus
alkalmazésaval probalkoztunk. A harmadik tenyésztési napon torténd 30 perces hdstimulus
utan a porcmatrix detektalasara a hatodik napon SDMMK festést és sTK festékvisszaoldast
alkalmaztunk. Ezzel a modszerrel a kultirdkban csak a voOrds metakromaziaval fest6do
gliikbzaminoglikanban gazdag porcmatrix valik lathatova. (10. abra) A TK festékvisszaoldas
soran kapott szemikvantitativ eredmények alapjan a 41°C kezelés hozzavetdleg 20%-Kal,
szignifikdnsan emelte, a 45°C-os hdstimulus pedig nem szignifikansan ugyan, de csokkentette
a metakromazias teriiletek mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A masik

metakromazias festés, a DMMK alkalmazasaval is hasonlé eredményeket kaptunk, a
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megfestett kultardkrol készitett egyazon kisérletsorozat reprezentativ fotéi a 10. &bran

lathatoak.
45°C
o, T
'.‘
r - Z
SDMMK ; _,x?
¢ ~x " k A ]
N
g A0 ,.?S'
*
TK ODgy5 = 100% ODgys = 122% +3,2 ODgys= 80% * 6,4

10. abra. A harmadik tenyésztési napon a 30 perces hdkezelés hatasait SDMMK festéssel €s
TK festékvisszaoldassal monitorozzuk. Az abran lathatdo képek egy reprezentativ kisérlet
eredményét mutatjak be (2x). A toluidinkék festékvisszaoldassal kapott szazalékos érték 8
fiiggetlen kisérlet atlaga. Szignifikancia érték: *p<0.05.

Ahogyan a bevezetdben azt mar jeleztiik, a Sox9 a porcképzddés egyik mestergénje,
mely tobbek kozott a kondrocitak altal termelt métrixalkot6 fehérjék pozitiv reguldtora. Ezért
a héstimulusnak kitett kultirakbol a kezelést kovetden 30, 60 és 90 perccel RNS-t izolaltunk

¢s RT- PCR-t végeztiink. A Sox9 mRNS expressziot a hokezelést kovetden vizsgalva

lathatjuk, hogy mind a 41°C-s, mind a 45°C-s kezelés fokozta azt. (11. 4bra)

37°C 41°C 45°C
SOXD | [ —" - 8 -
381 bp

oD 1.0 15 1.56 1.8 22 2.8 23

oo waver  unaw
366 bp e

oD 10 1.15 1.1 1.12 1.14 1.17 1.15

30 60 90 30 60 90

A hostimulust koveto percek

11. abra. Sox9 mRNS expresszi6. A harmadik tenyésztési napon tortént 41 és 45°C-s
hdékezelés utan 30, 60 és 90 perccel begylijtott mintakban megfigyelt sox9 mRNS expresszio a
37°C-s kontrollhoz viszonyitva.

A sejtek osztodasi ratajat *H-timidin DNS-be torténd beépiilésének vizsgalataval
figyeltilk meg hoékezelés soran. Ahogy a 12. abran is lathatjuk, az osztodoképesség a 3.
tenyésztési napon alkalmazott 41°C-os héstimulus hatasara szignifikdnsan nétt, mig a 45°C-s

stimulusnal nem valtozott szignifikansan.
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12. abra. A hokezelés hatasanak vizsgalata a sejtek osztodoképességére. A 41°C-s csoportban
a proliferacios képesség szignifikdnsan novekszik a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az
oszlopdiagram négy egymastol fiiggetlen kisérletsorozat atlaga. Szignifikancia szint: p <0.05.

6.5. A hokezelés sejtkarosité hatasanak vizsgalata

Az MTT kolorimetrias teszt felhasznalhaté a sejtek mitokondrialis aktivitisanak és
kozvetve az életképesség vizsgalatara. Mivel felmeriilt, hogy az alkalmazott homérsékletek
esetleg karosithatjak a sejteket és ennek kdszonheté a 45°C-0s hokezelés utan tapasztalhatd
matrixmennyiségben bekovetkezett csokkenés, elvégeztiik az MTT tesztet az alkalmazott
héstimulusok utan. A 13. abrardl leolvashat6, hogy egyik hémérsékleti tartomanyban sem

valtozott meg szignifikansan a porcosodo6 sejtek életképessége.
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13. dbra. A 41 és 45°C-0s hékezelést kovetden a sejtek életképességének vizsgalata MTT
teszt segitségével. Egyik homérséklet sem valtoztatta meg szignifikdnsan a sejtek
¢letképességét. A grafikon egy reprezentativ kisérlet eredménye.

Annak tovabbi kizardsara, hogy az alkalmazott hokezelés a sejtekre kdros hatast,

megvizsgaltuk az irodalom altal porcsejtekben leirt, legfontosabb hdsokkfehérjék, a Hsp47,
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Hsp70 és Hsp90 mRNS expresszidjat a hokezelést koveté 30, 60, 90 perccel. Eredményeink
alapjan lathatd, hogy egyik alkalmazott héfok sem vonta maga utan az ismertebb

hésokkfehérjék mRNS szinten térténé szignifikans expresszio-valtozasat (14. abra).

37°C 41°C 45°C
;';gzg wE D O TEP N IED O
oD 1.0 0,97 1.02 1.0 0,99 0,98 1.01
Hsp47
Y D D O e WD @D aw
oD 1.0 1.0 1.03 1.03 1.0 0,96 0,95
Hsp90
0 D EnGD @ 6 s
oD 1.0 1.01 1.07 0,98 1.02 0,97 0,99
S EL TP R Enaw
oo | @B | | |
oD 1.0 1.15 1.1 1.18 1.14 11 1.16

30 60 90 30 60 90

A hoéstimulust koveto percek

14. abra. A hokezelés nem valtoztatja meg jelentésen a Hsp70, Hsp47 ¢és Hsp90 mRNS
expresszidjat.

6.6. A hostimulus hatasa a TRPV1 mRNS expressziora

Mivel feltételezéseink szerint a hdkezelés soran héérzékeny csatorndk is mitkddésbe
1épnek, lehetséges, hogy a metakromazias festés soran tapasztalt valtozasokban szerepe lehet
a termoszenzitiv TRPV1 ioncsatornanak. Ezért RT-PCR segitségével megvizsgaltuk a
receptor mRNS expressziojanak valtozasat az alkalmazott hdstimulusok soran. (15. abra) A
héstimulusnak kitett sejteket ebben az esetben a kezelés befejezését kovetd 30., 60., 90., 180.
és 240. percben izolaltuk. Lathato, hogy a 41°C-s héstimulust kdvetéen a TRPV1 mRNS
mennyisége fokozatosan emelkedik, mig a 45°C-s kezelés hatésara inkabb kissé csokken a

TRPV1 mRNS szint.
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TRPV1 GAPDH

A héstimulust kovetd percek

30 60 90 180 240 30 60 90 180 240
o - - - g D D G5 G
oD 1.0 1.02 1.3 124 1.01 1.0 1.03 1,08 1,11 1,16
HC e - e o DTS
oD 1.0 1.82 1.64 2,46 3.1 1.0 0,97 1,01 1,01 0,98
SCL BN T Y LT
oD 1.0 1.16 0,54 1.13 0,81 1.0 0,91 0,85 0,95 1,05

15. 4dbra. A hokezelés hatasa a TRPV1 mRNS expressziora. A 410C-s hdstimulus névelni, a
45 0oC-s stimulus pedig csokkenteni latszik a TRPV1 mRNS mennyiségét.
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/. Eredmények attekintése

Kisérleteink sordan arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy kifejezO0dnek-e TRPV
receptorok kondrogenikus sejteken, majd részletesebben foglalkozva a TRPV1 ioncsatornaval
megvizsgaltuk, hogyan jelenik meg ez a csatorna fehérje szinten és az aktiv csatorna hogyan
befolyasolhatja a porcképzddést.

Az intracellularis Ca®* szint ingadozéasok fontos szerepet jatszanak a kondrogenikus
Szamos membranreceptor és kationcsatorna is szerepet kaphat ezeknek a Ca" tranzienseknek
a kialakulasaban (Barrett-Jolley és mtsai., 2010). Ezek a csatornak segitenek folyamatos
kapcsolatot fenntartani a kondrocitak intracellularis tere és kornyezetiik valtozasai kozott.

Ahogy a bevezetdmben emlitettem, a kondrocitdk igen specializalt koriilmények
kozott, alacsony oxigén szint és savas pH mellett is képesek tulélni (Otte, 1991, Lee és Urban,
1997). Az iziileti porcban a sejtek jelentés mechanikai eréknek vannak kitéve és az iziilet
mozgasai kovetkeztében a szinovidlis folyadék homérseklete akar 40°C folé is emelkedhet
(June és Fyhrie, 2010, Tepic és mtsai. 1985). Ha Osszevetjilk ezeket a sajatossagokat a
részlegesen Ca®* szelektiv TRPV joncsatorndk aktivaciojat és szenzitizacidjat létrehozo
tényezokkel (ho, savas pH, ozmotikus valtozasok stb.) olyan hasonlosagokat vehetiink észre,
melyek felvetik a TRPV receptoroknak a porcsejtek életmitkodésében betdltott szerepét.

Korabbi kisérletek soran Gavenis és munkatarsai a TRP csalad 12 tagjat mutattak Ki
MRNS szinten oszteoartritiszes betegek porcmintaibol (Gavenis és mtsai., 2008), mig Hdud és
munkacsoportja a TRPV4, TRPVS5 és TRPV6 fehérje szinten torténd megjelenését irtak le
érett porcsejteken (Hdud és mtsai., 2012). Mindezek mellett ismert a TRPV4-nek a SOX9
irodalmi leirdsok azonban nem adnak kielégitd leirast a TRPV-k jelenlétérdl, és lehetséges
szerepérdl porcsejtekben.

Nem rendelkeziink részletes, atfogd képpel arrol sem, hogy a porc irdnyba
differencialodd6 mezenchimalis sejtek vajon kifejeznek-e TRPV receptorokat, és ha igen,
akkor a molekulacsaldd tagjai milyen funkciéval birnak a porcosodés folyaman.

Vizsgalataink soran el6szor a TRPV ioncsatorna csalad mRNS szinten torténd
megjelenését vizsgaltuk eltérd életkoru csirke szovetmintakon és porcosodé HD kultarakban.
Az embrionalis végtagtelepben jol detektalhato a TRPV1, 2, 3, 4 és 6, mig a fiatal iziileti

porcban expresszidjuk kevésbé kifejezett, érett iziileti porcban pedig csak a TRPV2-t és
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TRPV4-et tudtuk alacsony szinten kimutatni. A disztalis végtagtelepben megjelend TRPV
receptorok nagy szamara, majd késObbieckben ennek lecsokkenésére tobbféle magyarazat
lehetséges. Egyik ezek koziil, hogy az in vivo kondrogenikus differenciacio befejez6désével a
TRPV1, TRPV3 ioncsatorndk szerepe elhanyagolhatd (esetleg csak patologids koriilmények
kozott expresszalodnak erbteljesebben) (Szabd és mtsai. 2005), és mint osmosensorok csak a
TRPV2 és 4 receptorok sziikségesek az érett porcszdvetben (Liedtke, 2006, Sato és mitsai.
2013). Azonban szamolnunk kell azzal a ténnyel is, hogy a szdvet izolalasa soran egyéb
szoveti tormelék (izomrostok, csont és csontveld, inak) is bekeriilt a rendszerbe, valamint az a
lehetéség is fennall, hogy a kemény szdvetbdl torténd mRNS izolalas nem volt megfeleld
hatékonysagu (Ruettger és mtsai. 2010).

Az in vitro kondrogenikus modell alkalmazasa lehetGséget nyGjt az imént felvetett
kérdések megvalaszolasdra. A HD kultirdkban szintén megfigyelhetd a TRPV1, 2, 3 és 4
mRNS jelenléte, a TRPVI1 ¢és TRPV3 kifejezddése a tenyésztési napok eldrehaladtaval
csokken, szemben a TRPV2 és TRPV4 ioncsatornakkal. Ezek az eredmények meger6sithetik
azt az elgondolast, mely szerint a TRPV 1 és 3 ioncsatorndk szerepe lecsdkken a
differenciacié befejez6désével. Azonban itt is szamolnunk kell a csirke HD kultura
heterogenitdsaval, azaz ezek a kulturdk kis mennyiségben ugyan, de tartalmaznak
fibroblasztokat és mioblaszt iranyba differencialodo sejteket is. Fontos szem el6tt tartanunk
azt is, hogy az mRNS expresszios analiziseket reverz transzkripcios PCR technikaval
végeztikk, mely csak ovatos kvantitativ kovetkeztetésekre ad lehetGséget. Az azonban
elmondhato, hogy mind az in vitro, mind az in vivo differencialédé porcszovetben mRNS
szinten kifejezddik négyféle TRPV ioncsatorna, és feltételezhetdleg a TRPV1 és 3 receptorok
expresszidja lecsokken, a TRPV4 ioncsatornaé pedig fokozodik a kondrogenezis soran.

Vizsgalataink {6 targya, a TRPV1 ives lefutasi mMRNS expressziés mintazatot mutat,
melynek cstcsa a 2.-3. tenyésztési napra esik. Ez azért jelentds, mert ezeken a napokon
sejtmigracio csokkenése (Bobick és mtsai. 2009). Oszteoartritiszes betegbdl szarmazo iziileti
porcban mar leirtdk a TRPV1 ioncsatorna expressziojat (Gavenis €s mtsai. 2009), azonban ez
az elsd alkalom, hogy mind a citosz6lban, mind a plazmamembranban kimutattuk a kérdéses
fehérjét a kondrogenikus differenciacié soran.
szakirodalom leirja, hogy a csirke TRPV1 ioncsatorna aktivalasa kapszaicinnel €s hasonlo

szerkezetli vegyiiletekkel nem hoz Iétre intracellularis kalciumszint-valtozasokat érzo
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neuronokban (Jordt and Julius 2002). FErdekes azonban, hogy bizonyos szervekben/
szovetekben eltéré TRPV1 splice variansok vannak jelen, melyek befolyasolhatjak a csatorna
érzékenységét és aktivitasat (Tian és mtsai 2006, Schumacher és Eilers 2010). Valamint
Toshio Ohta munkacsoportja az evolucids torzsfan joval tavolabb elhelyezkedé Xenopus
tropicalisbol szdrmaz6é TRPV1 receptornak vizsgalta a hd-, sav- és kapszaicin érzékenységét,
¢s habar extrém magas koncentracioji  kapszaicin  kivaltott  intracellularis
kalciumkoncentracido-valtozasokat, a csatorna szenzitivitisa messze elmaradt az emldés
orthologétdl (Ohkita és mtsai. 2012). A szdveti eltérés miatt tehat megvizsgaltuk a porcosodd
kultarak kapszaicin érzékenységét és a kezelés hatasat a kondrogenezis folyamataira. Ehhez a
kondrogenezis monitorozéasara elfogadott metakromazids toluidinkék festést alkalmaztunk,
valamint késObbiekben intracellularis kalciummeéréseket is végeztiink (nem publikalt adatok).
Vizsgalataink szerint a csirke TRPV1 ioncsatorna a porcsejteken sem reagal kapszaicinre és a
hozza hasonld szerkezetii vegyliletekre, ezért kisérleteink soran aspecifikus modon,
héstimulussal probaltuk aktivalni a csatornat. A harmadik tenyésztési napon alkalmazott
harminc perces hokezeléseket kovetden a hatodik tenyésztési napon SDMMK és sTK festések
segitségével megfigyeltiik, hogy a 41°C-s stimulus szignifikansan emelte, mig a 45°C-S
csOkkentette a metakromatikusan fest6d6 ECM mennyiségét. Ez a modszer kozvetve
tajékoztat minket a porcképzodés mértékérdl, hiszen az ECM alkotoelemeit kivétel nélkiil
porcsejtek termelik. Ezzel 6sszhangban van azon eredményiink, hogy a hokezelés hatasara
emelkedett a SOX9 kondrogenikus marker mRNS expresszioja a kontrolhoz viszonyitva.
Igaz, az emelkedést mind a 41°C-val, mind a 45°C-val kezelt csoportban megfigyelhettiik,
melynek magyarazatara tovabbi vizsgalatok folynak.

A hokezelés esetleg a sejtszam novelésén keresztiil is fokozhatja a porcképzddést,
melynek igazolasara *H-timidin inkorporacios kisérletet végeztiink. Ennek soran azt
tapasztaltuk, hogy a 41°C-kal kezelt csoportban szignifikdnsan nétt a sejtek
osztodoképessége, mig a 45°C-s csoportban enyhe csokkenés figyelheté meg, tehat a PG
tartalmi matrix mennyiség emelkedés részben vagy teljesen lehet a fokozott sejtosztddas
eredménye. Az alkalmazott homérsékletek nem karositottak a sejteket, hiszen azok
mitokondrialis aktivitdsa nem mutatott jelentds eltérést.

Hoéstimulus — alkalmazasa soran szamos hésokk fehérje expresszidos —szintje
megemelkedik, bizonyos hésokkfehérjék pozitiv hatassal birnak a kondrogenezis folyamataira

(Masago és mtsai. 2012). Egy 2014-es tanulmany szerint a periodikus hésokk pozitivan

------
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mtsai. 2014, Nam és mtsai. 2014). A mi esetiinkben a legfontosabb hdésokk fehérjék mRNS
szinti expresszios mintazata azonban nem valtozott.

Mivel a hostimulus egy nem specifikus inger, természetesen Osszetett hatast gyakorol
a sejtekre, ezért is alkalmaztuk az imént emlitett proliferacios és életképesség vizsgalatokat.
Hogy megerdsitsiik azon elképzelésiinket, miszerint a TRPV1 ioncsatorna jelen van,
aktivalhaté a HD kultardkban és szerepe lehet a 41°C-os csoportnal tapasztalt sejtproliferacio
fokozddasban, valamint a metakromazias matrix mennyiségének novekedésében,
megvizsgaltuk a csatorna  mRNS expressziés mintdzatdt a hokezelést kovetden.
Megfigyeléseink szerint a 41°C-s stimulust kovetéen fokozoédik a TRPV1 mRNS expresszio,
mig a 45°C-kal kezelt csoportban hirtelen emelkedést kovetden inkabb egy csokkend
tendencia jelenik meg, mely feltételezhetéen kompenzatorikus 1épésként van jelen, azaz a
sejtek csokkentik a receptor expresszidjat a ,,talingerlés” elkertilésére.

Ismert tény, hogy a madarak testhdmérséklete magasabb az emldsokénél, ez az érték
fejlodo csirke embrid esetében azonos a tojashéj és a keltetdé homérsékletével, amely a mi
rendszeriinkben 39°C-ra van beallitva (ezt a keltetési hémérsékletet a NAGISZ Zrt derecskei
keltet6 telepén kapott informacio alapjan valasztottuk). Szerettilk volna kizarni azt, hogy a
keltetés soran alkalmazott 39°C-os hémérséklet (vagy esetlegesen a madarakra jellemzo
magasabb testhomérséklet) befolyasolja eredményeinket, 39°C-n is elvégeztiik a kisérleteket,
azonban nem tapasztaltunk eltérést a 37°C-on tartott kontroll (sejttenyészté inkubatorban
tartott) csoporthoz viszonyitva. Tobb kozlemény is leirja a TRPV1 receptor eltérd aktivacios
tulajdonsagokkal rendelkez0, egyes allatfajokban megjelené splice- variansait (Gracheva és
mtsai., 2011). Mivel nem ismert, hogy csirke porcsejtekben a TRPV1 mely aktivacios
kiiszobli valtozata fejez6dik ki, ezért az emlGsok esetében aktivacios kiiszobnek tekintett
43°C-on is végeztiink hokezelést. Az eredményeket vizsgalva nem talaltunk lényeges eltérést
a két homérséklet kozott, igy késobbiekben csak a 41°C-o0s stimulust alkalmaztuk.

A nem szelektiv kationcsatornaként funkcional6 TRPV1 csatorna aktivacidja emeli az
intracellularis Ca®" szintet, melynek kdvetkezménye lehet a sejtek fokozott proliferacidja, de
ha ez a Ca?* bearamlés tlzott mértékii, akar karos hatassal is birhat, Ca*" indukélta sejthalalt
létrehozva (Stock és mtsai, 2012). Ennek ellendrzésére intracelluléris Ca®*szint méréseket
végziink, melyek jelenleg is folyamatban vannak.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy sikeriilt megfigyelniink négy vanilloid receptor
jelenlétét mRNS szinten kondrogenikus kulturdkban. Tovabba kimutattuk a TRPV1 receptort

mRNS és fehérje szinten porcosodo sejteken. A 41°C-os hékezelés soran a metakromazias
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matrix mennyiségében tapasztalt fokozodas mogott feltételezhetdleg az emelkedett osztodasi
rata all. A kultirakban emelkedett a TRPV1 csatorna mRNS expresszid, fokozodott a
gliilkozamino-glikanokban gazdag ECM mennyisége és megemelkedett a SOX9 mRNS
expresszidja. Ezek alapjan felmeriil, hogy a TRPVI1 ioncsatorna mRNS expresszid
fokozodasa kapcsolatban van a proliferacié és igy a porcfejlodés szabalyozasaval. Ezt
alatamasztja az a tény, hogy a HD kultirdkban a TRPV1 mRNS expresszi6 a porcfejléddés
szempontjabol legjelentdsebb 2. és3. tenyésztési napokon a legkifejezettebb.

Eredményeink természetesen tovabbi kisérletek elvégzését indokoljak. Tervezziik a
TRPV receptorcsalad tagjainak tomegspektrometrias kimutatasat valamint a mar emlitett
intracellularis Ca®* szint mérések elvégzését. Reményeink szerint a tovabbi mérésekkel a
TRPV csatornak jelenlétét, mikodését és funkcidjat sokkal direktebb modon tudjuk majd
igazolni.
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10. Fiiggelék

Onalléan végzett munkak
e primer HD kultarak tenyésztése
e kulturdk kezelése (Kap, RTX, CZ)
e savas dimetil-metilénkék festés
e savas toluidinkék festékvisszaoldas
e RT-PCR
e mitokondridlis aktivitdsmérések
e RNS koncentracié meghatarozasa
e fénymikroszkopos vizsgalatok és dokumentalas
e RNS izolalas

Feliigyelet mellett végzett munkak:
o o0sztodoképesség vizsgalata

e \Western blot
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