Gap junction medialt direkt sejt-sejt kommunikacio a
patkany harantcsikolt izom korai differencialodasa és
regeneracioja soran

PhD tézisek 0sszefoglal6ja

Dr. Gorbe Aniko

Biokémiai Intézet, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Szegedi Egyetem

2007

A gap junctionokon (rés kapcsolatok) keresztiili direkt sejt-sejt kommunikaci6 igen fontos
fiziol6gids és patolégids folyamatokban vesz részt a szervezetben és ezek a membranba
dgyazodé csatorndk a legtobb szovetiinkben megtaldlhatéak. J6l ismert viszont, hogy a gap
junctionokon keresztiili direkt informaciocsere a felndtt hardntcsikolt izomban nem jut
szerephez, az izomrostokban ezek a csatorndk nem is mutathatéak ki, mely érthetd, hiszen a
tobbmagvi izomrostokban nincsenek membranhatdrok. Azonban a hardntcsikolt izom
fejlodése sordn az izom irdnyba elkotelezett korai mioblasztok proliferacidjuk, és késobbi
differencidloddsuk utdn fuiziondlnak Ossze korai miotubulusokkd, és ebben a folyamatban a
gap junctionok szerepet jitszhatnak. Az izomfejlodés ezen korai stddiumdban igen sok
szabdlyoz6 faktor hatdsa ismert, ilyenek példdul a miogenikus reguldlé faktor csaldd, de
ezentul novekedési faktorok, masodlagos hirvivok aktiv részvétele is bizonyitott.

Az izomfejlodés vizsgalatara tobb lehetdség kindlkozik, mi munkdk sordn parhuzamosan
ugyanabbdl a fajbol, patkdnybdl szarmazd in vivo €s in vitro modelleken dolgoztunk. In vivo,
kigyoméreggel indukalt izomelhal4s talajan indul6 regeneraciés folyamatot vizsgéltunk, mely
nagyszerlien modellezi az izomfejlodés szakaszait. In vitro, Gjsziilott dllatok végtagizmaibdl
nyert primer izomsejtkulturdkon dolgoztunk, mely modell kivaléan alkalmas funkciondlis
vizsgalatok és kiilonb6z0 manipuldcids kisérletek elvégzésére.

A gap junction membrancsatorndk a két szomszédos sejt membranjdba rogziilt
félcsatornabdl formdalddnak és rajtuk keresztiik gyors, késedelem nélkiili informécidcsere
valik lehetségessé a sejtek kozott. Egy félcsatorna 6 connexin fehérjébdl épiil fel, melynek
tipusai jellegzetes szoveti eloszlast mutatnak. Ismert, hogy a csatorndkon keresztiil 1 kDa-nal

kisebb molekulatomegii ionok, masodlagos hirvivok és egyéb anyagok dramlanak at, és a gap



junction kommunikdcié részt vesz a kiillonbozd szovetekben zajlo proliferacios és
differenciacids folyamatokban, tovdbbd a szivizomban az elektromos ingeriilet tovabbitasaban
és még szamos egyéb patoldgids folyamatban is.

A mi koncepciéonk azon alapult, hogy a miogenezis sordn az egyedi mioblasztoknak
idében és térben szigorian szabdlyozottan kell Osszehangolniuk a differencidlodési
programjukat, azaz a sejtciklust szabdlyozni, az elnyult, ors6 alaki mioblasztoknak oldalaik
mentén Osszerendezddni, hogy készen dlljanak a relative gyorsan és szinkronizdltan lezajlo
fiziés folyamathoz. Ennek a tobb oldalrdl szabdlyozott folyamatnak a koordindldsdban a gap
junctionokon keresztiili gyors informaciddramldsnak a mioblasztok és kornyezetiik kozott
igen fontos szerep juthat, és munkank sordn ennek a felderitését allitottuk a kozéppontba.

Els6 1épésben a gap junctionok megjelenését vizsgaltuk a korai miogenezisben, mind in
vivo mind in vitro rendszeriinkben. Kiilonb6z6 connexin fehérjéket kerestiink és teszteltiink
immunhisztokémiai moédszerrel €s mindkét kisérleti modellben csak a connexin43 (Cx43)
izotipust sikeriilt detektdlni, mely a legdsibb €s az egyik legelterjedtebb connexin varidns. A
Cx43 idobeni megjelenése mind a regenerdcioban, mind primer sejtkultirikban teljesen
hasonlé mintazatot mutatott. A connexineket mar a korai mioblasztok elkezdik termelni (1
nap), majd mennyiségiik szignifikdnsan emelkedik a fejlédés 2-3 napjan a kommunikéld
mioblasztokban, viszont kézvetlen a fiizi6 eldtt drasztikus csokkenés figyelhetd meg a Cx43
expresszidjaban. A regenerdcioban sikeriilt kimutatni, hogy a fuzidra késziilodo,
differencidlodott mioblasztokban, melyek sejtmembranjaban nagy mennyiségii Cx43-bdl alld
gap junction mutathaté ki, a sejtosztddds ledllitasdért felelds faktorok, mint a p21 és p27
ciklin dependens kindz inhibitorok expresszidja megnd, mig a sejtproliferacidban kifejez6do
Ki67 fehérje termelddése erdsen lecsokken. Mindezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy Cx43 fehérjébdl all6 csatorndk szerepet jatszhatnak a mioblasztok
sejtciklusdnak szabdlyozdsaban, a sejtciklusbol val6é kilépésiik és a differencidlodasi
programjuk szinkronizédlasdban.

A sejtkultirdkban nevelddott izomsejteken jol nyomonkodvethetd volt a Cx43 fehérjék
termelddési folyamata €s sejten beldli elrendezddése a fejlodés korai stddiumaiban. Mig a
proliferdlé mioblasztokban a citoplazmaban a sejtmag koriil 1athatéak a connexinek, addig a
differencialodé izomsejtekben mar elsOsorban a sejtmembranba vandorolt csatornafehérjék a
szembetlindek. Az eldbb leirt mintdzatot funkciondlis vizsgélatokkal egészitettiik ki, mely
soran fluoreszkald festék vandorldsiat kovettiik nyomon a gap junctionokon keresztiil. A
festéktranszfer a legaktivabban a még foleg proliferdlo sejteket tartalmazoé kultdrdkban zajlott,

ahol mioblasztok elszortan helyezkedtek el, egy-két szomszédos sejttel érintkezve. Az egyre



konfluensebbé valé kultirdkban, mely féleg differencidlédott, de még fizid elotti allapotban
1évd izomsejteket tartalmaznak, a festéktranszfer intenzitdsa csokkent, majd a fizié idején
konfluens kultdrdban latvanyosan lecsokkent és alig észlelhetd. A kordbbi eredményeinkkel
Osszevetve, a funkciondlis vizsgdlatok tapasztalatai is azt mutattdk, hogy a gap junction
kommunikécié szabdlyozd szerepet kaphat a mioblasztok differencidloddsi programjanak
koordindlasdban és ezzel a szinkronizalt fuzids folyamat elokészitésében.

Az eddigi eredményeink megerdsitésére mioblaszt kultirdkon manipulacids vizsgélatokat
végeztiink, ahol az izomsejteket transzfektdlva megnoveltik (vad tipusi Cx43) vagy
lecsokkentettiik (dominans negativ Cx43) az aktivan miikodé gap junctionok szamat és ezen
beavatkozédsok hatdsat vizsgaltuk a sejtproliferdacidra (sejtszdm) és a fuziéra (miotubulusok
szdma). A transzfekcidhoz pIRES-eGFP vektort haszndltuk, ahol kontrollként csak eGFP-vel
(green fluorescens protein) transzfektélt sejtek szolgaltak, és a sikeresen manipulélt sejtek igy
fluoreszcens mikroszképban jol nyomonkovethetdéekké véltak. Ebben a rendszeriinkben is
végeztilk funkciondlis vizsgalatokat, ahol mar a gap junctionokon atjuté festék mellett egy
nagyobb molekulatomegl festéket is alkalmaztunk, mely csak a membranjdnak integritasat
elvesztett, azaz fiziondlé szomszédos izomsejtekbe jut at. Igy a gap junction funkciondlis
kommunikécié €s a mioblaszt fizi6 egyiittes jelenlétét kivaléan lehetett vizsgélni.

A vad tipusu Cx43-at kifejez6 sejtek szigifikdnsan intenzivebb funkciondlis gap junction
kommunik4ciét mutattak a kontrollhoz viszonyitva, valamint lényegesebben kordbban
kezdtek fuzionalni, tovabba ezekben a kulturakban tobb miotubulus alakult ki. Ezzel szemben
a domindns negativ Cx43-at tartalmazo izomsejtek, melyekben még a meglévd gap junctionok
sem tudnak milkddni a beépiild domindns negativ forma miatt, sokkal tovdbb maradtak a
proliferaciés stddiumban, azaz szdmuk szignifikdnsan magasabb volt a kultirdkban a
kontrollhoz viszonyitva. Ezek az izomsejtek funkcionélis kommunikéciot alig mutattak, és a
fiziés folyamatot jelzo festéktranszfer is csak késObb, 1ényegesen kisebb mértékben alakult ki
mint a kontrollban. Ezek az eredmények tehdt megerdsitik és bizonyitjdk azt a kordbbi
feltételezésiinket, mely szerint a harantcsikolt izom korai fejlodése sordn, az izomsejtek
differencidlodasanak és fuzidra valo felkészitésének a szabdlyozdsaban a Cx43 gap junctionok

fontos szerepet jatszanak.



