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Bevezetés

Az egyes iziileteket borité hialinporc egyedi tulajdonsdgai teszik lehetOvé,
hogy betdltse szovettani, anatémiai €s fizioldgiai szerepét a fejlddés korai
szakaszatol az életiink végéig, mely sordn eltérd mértéki terhelési viszonyoknak
van kitéve a valddi regenerdcié lehetdsége nélkiil. Szamos olyan prébdlkozas
indult el az utébbi évtizedben, melyek célja in vitro iziileti porc eldéllitasa volt.
Annak érdekében, hogy ezeket a kisérleti torekvéseket és a terdpids lehetdségek
fejlodését eldsegitsiik fontos megérteniink az iziileti porc szoveti szerkezetének
kialakuldsi mechanizmusét és a porcdifferencidcié molekularis szabdlyozasat.

A porcszovet szovettanilag a kotd- €s tdmasztoszovetek csoportjdba tartozik,
harom alcsoportba osztjuk; a hialinporc, az elasztikus porc és a rostos porc.
Ko6z06s jellemzéjiik, hogy érmentes szovetek, tdplalasuk difftizid dtjan torténik a
periféria felol. A porcszovet felépitésére jellemzd a sejtek kozotti nagy
mennyiségli extracellularis matrix, mely komplexitdsa révén biztositja a szovet
biomechanikai sajdtossdgait. A vdzrendszer novekedésének lezdr6ddsat
kovetden a kondrocitdk fizioldgids koriilmények kozott nem osztédd, immorta-
lizalt sejtek.

Széles korben elterjedt in vitro porcdifferenciaciés modell a Hamburger és
Hamilton szerinti 22-24-es fejlédési stddiumban 1évé csirkeembridk
végtagbimbodibol elddllitott, kondroprogenitor mezenchimalis sejtekbdl 4llo
primer ,high density” sejtkultira. Ezekben a sejtpopuldcidkban megfeleld
tenyésztési koriilmények kozott hat nap alatt spontdn porcdifferencidcié zajlik.
A tenyésztés végére a hialinporc dllomanyanak megfeleld porctelepeket kapunk,
melyek metakromdzids festékekkel specifikusan kimutathatok. Ezekben a
kultirdkban lehet6ség nyilik a porcdifferenciaciot irdnyité faktorok és

porcspecifikus matrixmolekuldk molekularis bioldgiai monitorozaséra is.



A porcdifferencidcio lépései

A mezenchimélis sejtek bonyolult, tobblépéses folyamat sordn
differencialédnak kondrocitakka. Mind az in vivo, mind az in Vvitro
porcdifferencidcié fontos kezdeti 1épése a sejtek kisebb sejtcsoportokba vald
kondenzicidja. Az aggregatumok kialakitdsaban szdmos faktor Osszehangolt
miikodése jatszik szerepet. A kisérleteink sordan haszndlt HD-kultirdkban a
kondrogenikus sejtek kondenzicidja az elsé tenyésztési nap folyamdn zajlik,
majd a masodik és harmadik napon a nodulusok sejtjei porcsejtekké
differencidlédnak. A differencidciét kovetden egyre nagyobb mennyiségben
szintetizdlodo II. tipust kollagénben €s aggrekdnban gazdag matrix teljesen
koriilveszi a porcsejteket. Ez az egyedi dsszetételi ECM nagy fontossdggal bir a
porcsejtek végleges fenotipusdnak kialakitasdban és fenntartasaban.

A kondrogenezist irdnyité mestergén a sox9, mely az iziileti porc
differenciécidja sordn a Col2al, Col9al, Collla2 gént aktivalva, meginditja a
II. tipusu kollagén és aggrekan tengelyfehérjéjének szintézisét. A Sox9 aktivabb,
foszforilalt formdja is jelen van a porcdifferencidcié sordn, ugyanakkor a P-Sox9
jelenléte nem feltétele a kondrogenezisnek, csak annak mértékét befolyasolja. A
Ser/Thr-specifikus protein-kindzok kozé tartoz6 cAMP-fiiggd PKA a
kondrogenezis sordn foszforildlja a Sox9-et.

A MAP kindz utvonalak kaszkdd rendszereket alkotnak. Az ERKI1/2
elfogadottan az extracelluldris mitogenikus stimulusok f0 medidtora és fontos
Az ERK1/2 ttvonal Ca** érzékeny, mely részben a kiilonb6z6 PKC-kal val6
kapcsolatnak koszonhetd és szdmos mds Ca®* érzékeny ttvonal sejtosztédast
stimuldlé effektusa is rajta keresztiil valésul meg.

A PKC izoenzimek funkcioi

A Ser/Thr-specifikus protein-kindz C enzimcsaldd az eukaridta sejtek
szamos jelatviteli utvonaldnak, tobbek kozott a sejtosztodds, az apoptdzis
szabdlyozdsanak fontos tagja. Az enzimcsaldd 11 izoformat foglal magéba,
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melyek koziil a PKCa, v, €, {, valamint 1, A izotipusok expresszidja bizonyitott a
chondrogenikus sejtek differencidcidja sordn. Az atipusos PKC-k k6z€ sorolhato
a PKC3, mely aktivaciés mechanizmusahoz nem kell a Ca**-ionok jelenléte, de
PS jelenlétében DAG-gal ¢és forbol-észterekkel aktivdlhatd. Kiilonos
ismertetdjegye, hogy szdmos sejtben zajlé folyamat negativ reguldtoraként is
ismert, igy pl. a proliferici6 szabdlyozdsdban, vagy akdr az apoptdzis
elinditdsanak reguldlasdban. A PKCd specifikus farmakoldgiai inhibitordnak
tekintik a rottlerint, ami egy polifenolszarmazék. Az inhibitor 3-6 uM-os
koncentracioban 30-40-szer erdsebben gdtolja a PKCo-t, mint mis PKC

enzimeket.
A Ser/Thr foszfatdzok szerepe a porcdifferencidcioban

Az Ser/Thr foszfoprotein foszfatiz (PP) enzimcsaldd egyik tagja a Ca®'-
kalmodulin fiiggd PP2B vagy mds néven kalcineurin. A PP2B az eukari6ta
sejtekben heterodimer szerkezetii, egy katalitikus alegységbdl és egy regulator
alegységbdl all. A mikodésének szabdlyozdsa rendkiviil bonyolult, szamos
helyen foszforildlédhat, ezek egy része aktivdlo hatasi. A kalcineurin B
alegységén azonositott kalcium kotShelyen nagy affinitdssal képes 4 Ca®* jont
megkotni, igy fontos szerepet tolthet be a Ca®* szignalizdciés tutvonalak
aktivitdsdnak szabdlyozasdban. A kalcineurin kozismert farmakologiai
gatloszere az immunoszuppresszans hatdsd ciklosporin A, az enzim egyik f6
targetjének a transzkripcids faktorok csalddjéba tartoz6 NFAT-t (Nuclear Fcator

of Activated T cells) tartjak.
A porcdifferencidcié Ca’ szabdlyozdsa

A humdn szervezet legtobb sejtjében az intracelluldris szabad Ca®'-
koncentrdcidja tobb mint 100-szor kisebb, mint az extracelluldris folyadék
kalciumion tartalma. Ez a koncentriciégradiens teremt olyan hajtéerdt, mely
esetén adott Ca’*-ra permeabilis plazma membrin ioncsatorndk megnyildsa

sejtbe torténé Ca®* bedramldst eredményez. A Ca**-ionok a sejtekben eltérd
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jelatviteli utakban madésodlagos hirvivoként is milkodhetnek. Az in vitro
kondrogenezis sordn a citoszélikus szabad Ca**-koncentricié viltozdsa
Osszefiiggést mutat a differencidcié egyes lépéseivel. Sajat megfigyeléseink
szerint, a differencidcié elején igen élénk, nagy amplitidoju és viszonylag
magas frekvencidji (10-15/perc) Ca**-oszcilldcidk figyelheték meg. A Ca®'-
ionok ilyen jellegli ki és belépését a sejtekbe szdmos kation csatorna, receptor
szabalyozhatja. Az NMDA receptor a hirom nagy glutamit receptor egyike,
iontrop, nem szelektiv kationcsatorna mely elsdsorban Ca**-ionokra permeabilis,
A heterotetramer csatorna hdrom alegységét azonositottak, az NR1-et, az NR2-t
és az NR3-at, melyek koziil az NR1 alegység minden esetben csatornaképzo
komponens. NMDA receptorok jellemzdéen idegsejteken taldlhatok, ahol az
egyik legfontosabb excitatérikus szinapszis-alkoté elem, de az elmult évtizedben
az NMDA receptorok jelenlétét kimutattdk felnott iziileti porcsejteken is.
Bizonyos adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az NMDA receptorok
egyfajta mechanotranszduktorként milkodnek, azonban arra nézve nincsenek
kisérletes eredmények, hogy milyen szerepet tolthetnek be a kondrogenikus

sejtek differencidcidja sordn.
Transzfekcios modszerek a sejttenyészto laboratoriumokban

Az eukaridta sejtekbe torténd DNS, plazmid, RNS, protein és antiszensz
oligonukleotidok transzfekcié révén torténd bejuttatdsa alapvetd fontossagu
modszer a kiilonboz6 gének €s enzimek funkcidjanak, szerkezetének in vivo és
in vitro tanulmanyozdsdban. A transzfekcié kiilondsen nehéz feladat primer
sejteken, hiszen Ilényegesen érzékenyebbek a kiils6 behatdsokra, és a
transzfekcié kovetkeztében megvaltozhat differencidcids készségiikk is. Az
altalunk haszndlt primer mezenchimdlis sejtekbdl 1étrehozott HD-kultirdkban a
kondrogenikus sejtek tobb rétegben és igen nagy sejtsiiris€ég mellett képesek
spontdn porccd differencidlédni €s ebben a rendszerben még nincs megfelelden

kidolgozva a transzfekcids technika.



Célkitiizés

Kutatomunkam céljaként e modellrendszer vizsgalatdnak
laboratériumunkban dj molekulédris biologiai moédszereként a tranziens
transzfekcids technika bevezetését és a modszer optimalizdldsat kivantam
elvégezni, majd a modszer segitségével a jelatvitelben szerepld egy-egy enzim
vagy receptor porcdifferencidcié sordn betoltott szerepét szerettem volna

vildgosabba tenni. Kisérleteink sordn vizsgalni kivantuk:

- Tobbféle, plazmid, sh-és siRNS-t kédol6 szekvencidk bejuttatdsara
alkalmas (transzfekcids) modszer hatékonysdgit, a sejtek élet- és

osztodoképességére, valamint porcdifferencidcidra gyakorolt hatdsait.

- A PP2B konstitutive aktiv trunkalt és teljes, szabalyozott aktivitasu
formdinak tdltermeltetéssel, illetve sShRNS segitségével végzett,
indukalhatd, tranziens géncsendesitéssel modositott miikodésének

porcképzddésre gyakorolt hatésait.

- A PKC$ porcdifferencidciora gyakorolt hatdsait farmakol6giai

inhibitor, valamint tranziens géncsendesités segitségével.

- siRNS technikdval csendesitett NR1 expresszié milyen hatdssal van a
porcképzddés mértékére, a differencidlodo porcsejtek élet- €s
osztodoképességére, valamint porcdifferencidciés markerek

kifejezddésére.

- Kivéncsiak voltunk, hogy a membranban igy egyaltaldn nem, vagy
csak nagyon kis szdmban jelenlévd NMDA receptorok milyen hatdssal

vannak a differencidl6dé porcsejtek Ca**-oszcillcidira.



Anyagok és moédszerek
Sejttenyésztés

A porcosodé ,,micromass” mezenchimdlis sejtkultirdk mas néven ,high
density” (HD)-kultirdk alkalmazdsa a porcdifferencidcié tanulményozédsara
évtizedek Ota ismert moddszer. A porcosodé mezenchimdlis sejteket
csirkeembridk disztdlis végtagtelepeibdl izoldltuk. A kisérletekhez hasznalt
embriok Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési stidiumaban voltak.
1,5x107 sejt/ml siirliséglicket haszndltunk, 100 vagy 30 pl cseppet
cseppentettiink milanyag Petri-csészék aljara. A Petri-csészéket 37°C-on, 5%
CO, és 95% relativ pératartalom mellett termosztilva, a sejteket 2 Oran 4t
hagytuk kitapadni, majd 10% FBS-mal kiegészitett, antibiotikumokat é&s

antimikotikumot tartalmazé Ham’s F12 taptalajjal tapléaltunk.
A képzodott porc metakromdzids festékekkel torténo detektdldsa

A sejtszuszpenziobol 30 pl-es cseppeket cseppentettiink 24-lyukd
tenyésztdedényekbe helyezett fedOlemezekre. Az abszolut alkohol és 40%
formalin 4:1 ardnyd keverékével fixdlt, majd rehidralt kultirdkat ecetsavban
oldott 0,1%-0s DMMK oldattal festettiik €s kristdlyragasztoval, majd 24 Ora
elteltével DPX-el fedtiik le.

A metakromazidsan festodd matrixalkotok mennyiségének
szemikvantitativ meghatdrozdsat toluidinkék festékkinyeréses mddszerrel
végeztilk. Ehhez a kulturdkat a tenyésztés befejezését jelentd hatodik napon
Khale-fixdloval fixéltuk. Ezt kovetden glikokoll/glicin-HCl pufferben oldott
0,1%-o0s toluidinkék festékkel festettink. A nem kotddott festéket
glikokoll/glicin-HCI oldattal kimostuk, a PG-hoz és GAG-hoz kotddo festéket
abszolut alkoholban oldott 8%-0s HCI oldattal nyertiik vissza. A visszanyert
toluidinkék festék abszorbancidjat 625 nm-en mikroplate leolvasé segitségével

hataroztuk meg.



A PP2B-vektorok és izoldldsuk

A transzfekcid hatékonysdgdnak megitéléséhez pEGFP-C1 vektort
hasznaltuk. A CnA delta, a kalcineurin trunkélt formdjit kédolja, mely Ca*'-
fiiggetlen mdédon folyamatosan aktiv. A CnA gamma a kalcineurin gamma
izoforma teljes cDNS szekvencidjat tartalmazza. A plazmidokat E. coli sejtekbe
transzformaltuk és kanamycin tartalmi LB-agaron tenyésztettiikk, MaxiPrep kit

segitségével izolaltuk, kovetve a gyari protokoll utasitdsait.
sh- és siRNS expresszios rendszerek

A PKCO és PP2B shRNS-t kodolé szekvencidkat GeneSwitch™
indukdlhat6é prométerii expresszids vektorba klénoztattuk. A transzfekcidhoz két
vektor transzfekciojat végeztik egyszerre; az shRNS-eket kodold inaktiv
vektorokat €s az indukciés vektort. A tenyésztés 2. napjdn az indukciot
mifepristone tdpfolyadékba juttatdsdval értiik el. Az NMDA receptor NR1
alegységének csendesitésére Gallus gallus szekvencia (accession number:

AY510024) alapjan gyarilag tervezett specifikus siRNS koktélt hasznaltunk.
HD-kultirdk transzfekcioja

Szamos transzfekcidos moddszer és protokollt teszteltiink; Lipofectamin
2000, SuperFect, DMRIE-C, Saint Mix reagensek és a nukleofekcids protokollt
az Amaxatél. Minden esetben frissen izoldlt, 1,5x107 sejt/ml stirtiségli
sejtszuszpenzidban végeztiik a kisérleteket, bizonyos esetekben a protokoll kis
moédositdsdaval. A transzfekciét kovetden a sejteket a szokott moédon
cseppentettiik ki a tenyésztd edényekbe. Kicseppentés utdn 2 ordval a sejteket
10% FBS-mal kiegészitett, Ham’s F12 tapoldattal taplaltuk. A nuklofekciot
Amaxa késziilékkel végeztik a 200 pl 1,5x107 sejt/ml siirliségli
sejtszuszpenzioban a mezenchimdlis sejtekre optimalizdlt C17 program
segitségével. Az siRNS transzfekcigjara a cég éaltal optimdlisnak tartott

DharmaFect transzfekciés reagenst alkalmaztuk a gyari protokoll szerint.



A GFP-t expresszdlo vektorok vizsgdlata fluoreszcens mikroszkoppal

A sejteket a transzfekcidt kdvetd napon tiptalajban, normdl tenyésztési
koriilmények kozott vilagitottuk meg 488 nm hulldmhosszu fluoreszcens
fénysugarral, majd 10x objektivet haszndlva SPOT-RT-kamera segitségével 508

nm-en készitettiik a fotodokumentéaciét Nikon Eclipse 800 mikroszképon.
A PKCo aktivitas gatldsa rottlerinnel

A rottlerint DMSO-ban oldottuk és —20°C-on taroltuk a felhasznalasig. Az
inhibitort 5 pM koncentracidoban a differencidci6é eltérd napjan adagoltuk a

kultirdk tenyésztd folyadékéba.
Eletképesség vizsgdlata MTT- teszttel

A sejtek életképességét MTT kolorimetrids teszttel vizsgaltuk a tenyésztés
3. napjan. A kultdrdkat 96 lyuku tenyésztdedényben tenyésztettiik, melyekhez a
3. tenyésztési napon 10 upl MTT (3-(4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5-difenil-
tetrazélium-bromid) oldatot pipettdztunk minden lyukba, majd 2,5 6rdn
keresztiil 120 rpm-en 37°C-on razogépben inkubdltuk. A keletkezett lila szinli
formazdn kristdlyokat MTT szolubilizdlé oldattal feloldottuk és a mintdk

abszorpcigjat 570 nm-en mértiik.
Proliferdcids vizsgdlat *H-timidin-beépiilés mérésével

A sejtek 15 ul-es cseppjeit 96 lyukd folyadékszcintillacids
tenyésztdedényekbe. A tenyésztés 3. napjdn 16 Ordn keresztiil 1uCi/ml *H-
timidinnel (185 GBg/mM “H-thymidine) inkubéltuk. Az inkubéciét kévetéen a
kultirdkat PBS-sel mostuk, a fehérjéket jéghideg 5%-os triklorecetsavval 20
perc alatt denaturdltuk, majd udjra PBS-sel mostuk és foszfor-pentoxidot
tartalmaz6 exikdtorban vizmentesre szdritottuk. A mérés eldtt szcintillacids
folyadékot adtunk a mintdkhoz, és folyadékszcintillicids szdmlaloval mértiik a

radioaktivitast.
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Apoptozis és a transzfekcio értékének meghatdrozdsa dramldsi citométerrel

A transzfekcié hatékonysdagat a GFP detektdldsaval, az apoptdzis mértékét
AnnexinV DY647 kit, a nekrozist PI segitségével vizsgaltuk a tenyésztés 2.
vagy 3. napjan. A mérésekhez kontrollként nem transzfektélt, és/vagy csak iires
vektorral transzfektalt sejteket haszndltunk. A sejtek jelolése a szokdsos
protokollnak megfelelden tortént, tripszines emésztés és centrifugdlds utdn a
sejtpelletet FACS pufferrel szuszpenddltuk. A GFP-t expresszdlé sejtek
detektalasa 508 nm-en, az AnnexinV DY647 detektdlasa pedig 670 nm-en, PI
430 nm-en CyFlow® space Flow Cytometer-rel tortént. Az analizist Win MDI

2.8 freeware-rel végeztiik. Az eredményeinket density plot-on dbrazoltuk.
Spontdn Ca’*-tranziensek vizsgdlata

Az egyes kondroprogenitor sejtekben megfigyelhetd spontin Ca*'-
tranzienseket LSM 510 META Laser Scanning konfokdlis mikroszkép
segitségével regisztraltuk. A mérés eldtt a sejteket Fluo-4-AM kalciumérzékeny
fluoreszcens festékkel toltottiikk fel 1 6rdn at. A tranzienseket normal Tyrode-
oldatban regisztraltuk, a méréseket 63x-os vizimmerzids objektivvel végeztiik.
A Fluo-4-gyel toltott sejteket Ar-1ézerrel eldallitott 488 nm hullamhosszu
fénnyel gerjesztettiik, a kibocsatott fluoreszcencidt pedig 500, illetve 570 nm-en
detektaltuk. A spontan Ca**-tranziensek soran bekovetkezo
intenzitdsvaltozdsokat x—y analizissel vizsgéltuk. Az x-—y analizis sordn 10

felvételt rogzitettiink 50 sec intervallum alatt készitettiik.
Sejt-extraktumok elokészitése

A 2. és/vagy 3. tenyésztési napon Western blot és aktivitds-mérésekhez a
sejtkultirdkrél a tdpoldatot eltdvolitottuk, fiziol6gids sdéoldattal kétszer
atmostuk, a telepek learattuk. Az Osszegyiijtott sejteket 10 percig 2000 rpm-en
centrifugaltuk, majd a sejtpellethez 100 pl homogenizdlé lizispuffert mértiink.
Az igy elkészitett extraktumokat —70°C-on tdroltuk. RT-PCR vizsgdlathoz a
porcosodd kolénidkat RNdz mentes fiziol6gids séoldattal haromszor mostuk,
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majd azonnali, folyékony nitrogénben val6 fagyasztast kovetden az RNS

1zolalasig —70°C-on tortént a tarolas.
RT-PCR analizis

A sejtekbdl totdl RNS-t izoldlasdhoz TRIZOL reagensben oldottuk fel a
telepeket, majd 20% RN4az-mentes kloroformot adtunk hozz4 és a mintdkat 4°C-
on 15 percig 10000 g-n centrifugaltuk. A keletkezett feliilisz6t eltavolitottuk és
500 ul RN4z-mentes izopropanolban 1 6ran keresztiil —20°C-on inkubaltuk majd
10000 g-n djra centrifugéltuk. Az igy nyert RNS-mintdbdl High Capacity RT-kit
felhaszndldsdval, oligo(dT) primerek segitségével cDNS-t készitettiink. A
megfeleloen Osszedllitott PCR-reakcié elegyekhez Promega GoTaq® DNS-
polimerazt haszndltunk. A kivdnt DNS-szakaszok specifikus felerdsitéséhez
programozhatd termosztitot haszndltunk a primernek megfeleld bedllitasokkal.
A PCR-mintdkat végiil etidium-bromiddal megfestett agar6zgélen 90 V-on

futtattuk. A képeket géldokumentacids rendszer segitségével készitettiik.
Fehérjedetektdlds Western blot technikdval

A sejtszuszpenzidk fehérjekoncentricidjdnak meghatirozasa utdn 80 pg
mintdt 7,5%-os gélben futtattuk 120 V fesziiltségen, majd enyhe hiités kdzben
transzferaltuk nitrocellul6z membrinra. A membrant PBS-ben oldott zsirmentes
tejporral blokkoltuk, majd a primer antitesteket egy éjszakdn keresztiil 4°C-on a
blokkol6 oldatban higitva alkalmaztuk. A membranokat PBST-ben mostuk,
majd 1% sovany tejport tartalmazé PBS-ben oldott szekunder antitesteket
adtunk a membranokhoz. A jelek detektdldsit kemilumineszcens jelerdsitd
technikdval rontgenfilmeken a gydri protokoll szerint végeztik. A
rontgenfilmekrol 8-bites sziirke skdlan kodolt digitélis felvételeket készitettiink
géldokba integrdlt CCD kamerdval, majd a felvételeken mértiik a kapott jelek
optikai denzitdsit Image] 1.40g képanalizdl6 segitségével. A kapott értékeket a

kontroll csoportokra normalizéltuk.
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Kalcineurin aktivitdsmérés

A PP2B aktivitasat radioaktiv izotéppal (**P) jelolt foszforilalt inhibitor-1
szubsztrat (780 cpm/pmol) segitségével hatidroztuk meg. Kiolvasztds utdn a
kultirdkat szonikdtorral tartuk fel, majd centrifugdltuk. Az aktivitismérésekhez
a feliilusz6t hasznaltuk. A munkaoldat az izotéppal jelolt szubsztraton kiviil tris
puffert (pH 7,09) 0,16 mM ditiotreitolt, 3,4 ug/ml gordoxot, 3,4 pg/ml
leupeptint, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF), 1,6 mM benzamidint,
3,4 ug/ml tripszin-inhibitort, 40 pg/ml kalmodulint, 0,2 mM CaCl,-ot, 100 nM
okadédnsavat, protein foszfatiz inhibitor-2-t tartalmazott. Az igy elOkészitett

mintdkat folyadékszcintillacids szdmlaloval mértiik.
Protein kindz C enzim-aktivitdsmérés

A sejtek PKC aktivitdsahoz a lizatumot 10,000 g-n 4°C-on 10 percig
centrifugdltuk és a kapott feliilisz6t haszndltuk. Az aktivitdst radioaktiv
izotéppal; *°P jelslt ATP ( [y-°P]-ATP) histone IIIS-ba torténd beépiilésével
mértiik. A PKC9 aktivitisméréshez 10 uM rottlerint adtunk a reakciéelegyhez, a
totdl PKC aktivitdshoz képest torténd aktivitdscsokkenést a PKCO sajat
aktivitdsdnak tekintettiik. A **P hiszton IIIS-be épiilését 20 perc inkubéciés id6
alatt vizsgaltuk, majd ezutdn utdn Whatman P81 (2x2 cm) papirra cseppentett 30
pl-es reakciotermékbdl hataroztuk meg. A papirokat haromszor 0,5%
foszforsavban mostuk és folyadékmentesre szaritottuk, ezutan

folyadékszcintillacids késziilékben mértiik a radioaktivitdst.
Adatfeldolgozds és statisztikai analizis

A mérési eredményeket dtlagoltuk és kiszdmitottuk a standard hibakat. Az
adatokat Student-féle kétmintds r-proba segitségével elemeztiik, és azokat a

valtozasokat tekintettiik szignifikansnak, ahol p<0,05.

13



Eredmények
A HD-kultiirdk tranziens transzfekciojdanak optimalizdldsa

A HD-kultdrdkban a rovid tenyésztési periddusnak koszonhetOen csak
tranziensen lehet fehérjéket expresszaltatni. A transzfekcid és a reagensek
optimalizaldsdhoz ,,ires”, csak GFP-t expresszdl6 vektort juttattunk be a
differencidlodé porcsejtekbe. A kitapadt sejtek transzfektdldsa sikertelennek
bizonyult, ezért a gydri protokollok utasitdsaitdl eltéréen a transzfekcidt a
kicseppentés elOtt az izoldlt sejtszuszpenzidban végeztik. Ez a tipusu kis
moédositds szemmel ldthaté eredményt hozott, a transzfektdlt kultirdkat
mikroszkoéppal vizsgalva mar 16 ordval a transzfekcié utan szdmos GFP pozitiv
sejtet detektéltunk.

Elektroporici6 segitségével a telepek egésze fluoreszkalt mikroszkop alatt
vizsgdlva. A liposzoma alapu transzfekciok valtoz6 sikert mutattak, a
Lipofectamin 2000 kielégitd szdmi sejtbe juttatott GFP-t expresszald
vektorokat, mig a DMRIE esetén csak néhany fluoreszcens sejt volt
megfigyelhetd. A SuperFect alkalmazdsa sordn mér a transzfekcié tényének
hatdsdra szdmos sejt elveszitette adhézids képességét és a 2. tenyésztési nap
végére kultirdk felvdltak a tenyésztéedény aljarél. Ugyanakkor a Saint Mix a
Lipofectaminnal kdzel megegyezd GFP pozitivitist eredményezett.

Az Amaxdval tortén0 elektropordcié eredményeként igen nagy transzfekcids
hatékonysdgot detektdltunk, mely &tlagosan a populédcié 95,4%-ét jelentette.
Azonban a sejtek mintegy 47,3%-a az apoptotikus sejthalal korai jeleit mutatta.
Habar a DMRIE és SuperFect reagensekkel transzfektdlt sejtek apoptotikus
ratdja igen alacsony volt, ami 0,5 és 0,7%-nak adddott, a DMRIE estében csak
12,7%-0s, mig a SuperFect esetében 6,9%-os transzfekciés hatékonysdgot
értiink el. A Lipofectamin 2000 és a Saint Mix transzfekciés hatékonysidga

kielégitdnek bizonyult, a Lipofectamin a sejtpopulacié 62%-t, mig a Saint Mix a
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61,7% transzfektalta sikeresen, ugyanakkor az eldbbi modszer 25,2% mig az
utobbi csak 7,2% apoptdzist eredményezett.

Az elektroporicié kovetkeztében a sejtek mitokondridlis aktivitdsa
drasztikus mértékben visszaesett, mely tovabbi kismértékli csokkenést mutatott,
ha a sejtek felvették a GFP-t expresszdld vektort is. A DMRIE és SuperFect
transzfekcids reagensek dnmagukban torténd alkalmazdsa 30-40%-kal csokkenti
a sejtek életképességét, mig a GFP termelése nem okoz tovéabbi valtozasokat. A
Lipofectamin 2000 és a Saint Mix is okoz kb. 25-30%-os életképesség-
csokkenést, ugyanakkor a Lipofectamin 2000 &ltal bejuttatott vektor tovabbi
mitokondridlis aktivitiscsokkenést eredményez. A tricidlt timidinnek a 3 napos
kultirdk sejtjeinek DNS-ébe vald beépiilését detektdlva megfigyelhetjiik, hogy
az elektroporicios technika a sejtek osztédasat szinte teljes mértékben blokkolta.
Hasonl6an erds proliferaciécsokkent6 hatéast detektaltunk SuperFect alkalmazésa
sordn is, valamint a DMRIE alkalmazdsa is er0sen gétlé hatdssal birt. Ez utébbi
esetekben a GFP expresszi6 megjelenése, habar igen alacsony értékii volt,
tovabbi timidinbeépiilés csokkenést eredményezett. A Lipofectamin proliferacio
csokkentd hatdsa nem volt olyan jelentds, ugyanakkor a GFP jelenléte tovabbi
mdar nem elhanyagolhat6 70% koriili osztédascsokkenéssel pdrosult. A Saint
Mix onmagaban és GFP jelenlétében is csokkentette az osztodasi ratit, de ez a

populécids szintii vizsgdlatokhoz még kielégitd értéknek bizonyult.
A transzfekcio hatdsa a porcképzodésre

Az Amaxa késziilékkel elektropordlt sejtekbdl kialakult telepek alig
mutattak metakromdzids jelenséget, mig az ezzel a médszerrel bejuttatott GFP
jelenléte teljesen blokkolta a porcképzodést. A SuperFect reagens hatdsiara a
sejtkultirdk elvesztették adhézidés képességiiket és felvdltak a tenyésztd
feliiletrol, ezért festésiik ily médon lehetetlenné valt. A kifejezetten kitapadd
kultirdkra kifejlesztett DMRIE reagens hatdsdra igen erds matrixképzddés

visszaesést detektdltunk, ami a kontroll csupan 35%-nak felelt meg, ezt a GFP-
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vel expresszdlt sejtek jelenléte tovabb csokkentette 11%-ra. A Lipofectamin
2000 hozzaadédsa mellett elfogadhaté mértékli porcképzddést lattunk, azonban a
GFP expresszidja a kontroll 23%-ra szoritotta vissza a képzddd porcmatrix
mennyiségét. A Saint Mix reagens egyediil 4ll6 médon onmagaban adagolva,
illetve GFP jelenlétében sem csokkentette szignifikdnsan a porcdifferencidcio

mértékét.

Az elektroporaci6 kovetkeztében fellépd drasztikus osztddascsokkenés és
magas apoptotikus hajlam nem tette lehetdvé, hogy elegendd mintdt tudjunk
elddllitani ezekhez a vizsgdlatokhoz. A tobbi transzfekciés mddszer hatdsait
megvizsgdlva kijelenthetjiik, hogy a Sox9 mRNS expresszidjdban nem okoztak
szignifikdns véltozdst. Ehhez hasonl6 mddon a bejuttatott GFP jelenléte sem
csokkentette, vagy novelte meg szignifikdnsan e transzkripcids faktor
expresszids szintjét. Az aggrekdn tengelyfehérje mRNS expresszidjat
megvizsgilva azt az érdekes megfigyelést tehetjiik, hogy a SuperFect és a
Lipofectamin 2000 GFP bejuttatdsa kovetkeztében enyhén emelkedett
expressziot detektdlhatunk. A tobbi mddszer nincs hatdssal az aggrekdn mRNS

expresszidjara.
A kalcineurin tultermeltetésének vagy csendesitésének hatdsai

A fentiek alapjan a Saint Mix reagenst vélasztottuk ki a high density
kultirdk sejtjeinek transzfekcidjara. Elsé kisérleteink sordn viszonylag
nagyméreti, a PP2B két eltér6 formdjat kodolé vektort jutattunk a
differencidlodé sejtekbe. Az egyik a konstitutive aktiv CnA delta a mdsik a
PP2B gamma izoformdjat kodol6 CnA gamma. FACS-al elvégzett
hatékonysdgvizsgdlat szerint a sejtek 25%-a transzfektdlodott sikeresen.
Ugyanakkor az overexpresszié ténye nem emelte meg az apoptotikus sejtek
szamat, csak 1%-os vagy az alatti elhanyagolhaté korai sejthaldlra utal6 jelet
detektaltunk. A PP2B tultermelddése nem csokkentette, sOt inkabb novelni

latszik a sejtek életképességét. Ezzel ellentétben a sejtek proliferdcids képessége
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20-30%-ra esett vissza. A 6. napon észlelhetd metakromazidsan festddo6 ECM
jelentOsen visszaszorult. A két vektor jelentOs kiilonbségiik ellenére is hasonld
hatdst okozott, 60%-os csokkenést eredményezett. A GFP-t tartalmazé iires
vektorhoz képest a folyamatosan aktiv konstrukt transzfektdlasa 50-60%-os, mig
a CnA gamma bejuttatdsa 30-40%-os kalcineurin mRNS expresszi6 novekedést
okozott. Erdekes az a tény, hogy a bevitt konstruktok altal kédolt médositott
fehérjék mellett a sejtek alap PP2B expresszidja is megemelkedett. Az 0ssz-
kalcineurin, igy CnA delta esetében 5x-0s mig a CnA gamma esetében kozel 8x-
os emelkedést eredményezett. A CnA delta konstitutive aktiv formdja, a vartnak
megfeleloen szignifikdns médon megemelte a sejtpopuldcié PP2B aktivitasat,
mig CnA gamma aktivitdsa a kontrollal megegyezd értéket mutatott. A PP2B
egyes formdinak tiltermelddése a kondrogenezist szabdlyozd transzkripcids
faktor Sox9 mRNS expresszidjat alig detektalhat6 modon csokkentette,
ugyanakkor  fehérjeexpresszidja  erdteljesen  visszaesett. A Sox9
foszforildcidjdban a CnA delta 30%-o0s, mig a CnA gamma kozel 70%-os
csokkenést eredményezett. Az ECM alkot6 aggrekdn mRNS expresszidja
mindkét PP2B vektor miikdodése kovetkeztében mintegy 40%-kal volt
alacsonyabb.

Tovabbi kisérleteink sordan PP2B  shRNS-t kodolé  konstruktot
haszndltunk, mely egy GFP-vel nem jel6lt indukdlhaté prométerli GeneSwitch
rendszerbe volt kl6nozva. Kontrollnak Lipofectamin 2000-rel, iires
pGene/V5HisA vektorral transzfektdlt sejteket tekintettilk. A transzfekci6
sikerességét RT-PCR-ral ellendriztiikk, ami szerint kb. 50% csendesitési
hatékonysdggal szdmolhattunk. A PP2B fehérjeexpressziéja olyan mértékil
csokkenést mutatott, hogy alkalmanként a fehérje egyaltalin nem volt
detektdlhat6. A PP2B enzimaktivitdsi assay-kben a Lipofectamin 2000-rel kezelt
sejtekben aktivitasfokozddast detektaltunk, de ezt az ,,iires” vektor alkalmazasa
Ujra a kontroll szintre csokkentette. Az shRNS alkalmazédsa a pGene/V5SHisA-

hoz képest kismértékli, de szignifikdns enzimaktivitds csokkenést
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eredményezett. A keletkezett porc metakromatikus teriileteit a pGene/VSHisA
jelenléte onmagaban is jelentds mértékben, mintegy 70-80%-kal csokkentette, a
PP2B shRNS alkalmazdsa a metakromdzia szinte teljes eltlinéséhez vezetett. A
pGene/V5HisA vektor Onmagdban er0s mitokondridlis aktivitdscsokkenést
okozott, azonban az shRNS jelenléte a kontrollhoz képest kismértékii
emelkedést mutatott. A sejtek osztdédasi ratdja a PP2B shRNS-sel transzfektalt
kultirdk esetében az iires vektorhoz képest szignifikdnsan, kozel 50%-kal
emelkedett. Az aggrekdn mRNS expresszidja dtlagosan 70%-kal csokkent, mig a
Sox9 30%-0s expressziovisszaesést mutatott. A Sox9 és  pSox9

fehérjeexpresszdja alkalmanként detektalhatatlan volt.
A PKCo vizsgdlata a porcdifferencidcio sordn

A PKCd mRNS expresszidja megkozelitbleg azonos szintli volt a
tenyésztés kiilonb6zd napjain vizsgalva. A fehérjeexpresszids profil egy ettol
kissé eltérd mintdzatot mutatott: elég erdteljes expresszids cstcsot figyelhettiink
meg az 1., 2. és 3. tenyésztési napokon, majd a tenyésztés vége felé csokkend
tendencidt mutat. Kontroll koriilmények kozott a fehérjeprofilhoz képest egy
nappal eltolva, egy igen hasonlé enzim-aktivitdsi mintdzatot detektaltunk.

A rottlerint 5 pM koncentriciéjat irodalmi adatok PKCd-specifikusnak
tekintik, A rottlerin csokkentette a porcképzOodést, nagymértékii porcképzodés
csokkenést tapasztaltunk a tenyésztés 2. és 3. napjan alkalmazott farmakoldgiai
gatlast kovetden. Ezekben az esetekben 11 és 12%-ra csokkent a
metakromdzidsan festddo porcteriiletek nagysdga a kontrollcsoporthoz képest. A
sejtek mitokondridlis aktivitdsa és osztoddsi képessége szignifikdnsan csokkent a
gatloszer hatdséra, ugyanakkor az inhibitor alkalmazasa nem jart sem nekrotikus
sem apoptotikus folyamatok beinditdsdval. Az aggrekdn tengelyfehérje és a
Sox9 mRNS expresszidja is szignifikdnsan csokkent a gétlészer hatdsdra
kovetkeztében. A Sox9 fehérje expresszidja azonban csak kis mértékben, mig

annak foszforilalt forméjinak jelenléte igen dramaian redukélodott.
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Az ERK1/2 a MAPK rendszer egyik kondrogenezis szempontjabol fontos
tagja, mely nélkiil a porcdifferenciacios folyamatok zavart szenvednek. mRNS
és protein expresszidja nem vdltozik rottlerin kezelés hatdsdra, viszont a
kettdsen foszforildlt ERK1/2 jelenléte, mely az enzim aktivitisaval ardnyos,
jelentdsen visszaesik az inhibitor alkalmazdsa soran.

A rottlerinnel végzett kisérletek taldn legérdekesebb eredménye a
gatloszerrel kezelt kulturdk PKC enzimaktivitds mérései sordn sziiletett. Tobb,
egymdstol fiiggetlen kisérletben sem sikeriilt konzekvens PKCo-specifikus
enzimaktivitds csokkenést detektdlnunk. Ugyanakkor a rottlerin az
enzimaktivitdsmérések soran j6 PKCS gatlészernek bizonyult.

Mivel a rottlerin alkalmazdsa nem adott egyértelmii magyardzatot a PKCo
porcdifferencidciéban betoltott szerepére, ezért az enzim expresszidjanak
shRNS-sel torténd gatlasaval kerestiik a vélaszt. A PKCd shRNS-t kédold
konstruktot az el6zOekkel megegyezd rendszerben haszndltuk. Kontrollként
Lipofectamin 2000-rel és ,,iires” pGene/VS5HisA vektorral transzfektalt sejteket
alkalmaztunk. Az shRNS indukcidja a tenyésztés 6. befejez0 napjara csupan
5%-os porc jelenlétét eredményezte. A porcosodd sejtek életképességét MTT-
tesztel megvizsgalva sem az ,,iires” pGene/V5HisA vektor sem a PKCd shRNS
kodolo vektor transzfekcidja nem befolydsolta a sejtek mitokondridlis
aktivitdsat. A farmakoldgiai gétldssal ellentétben az shRNS-sel torténd PKCd
gatlds nem vezetett proliferdcié csokkenéshez. Méréseink szerint az ,,iires”
pGene/V5HisA vektor sem apoptdzist, sem nekrézist nem indukdl. A PKCo
shRNS kismértékii, mintegy 2%-os apoptdzist €s esetenként 1%-os nekrdzist
eredményezett.

Az shRNS transzfekci6 sikerességét jelezte, hogy a PKC6 mRNS-ének
expresszidja a kontroll 70-80%-ra csokkent. A fehérjeexpresszié ennél joval
nagyobb mértékben, a kontroll mintegy 20-30%-ara csokkent a tenyésztés 3.
napjan. Az enzim aktivitdsa is tiikkrozte a fehérjeexpresszids véltozdsokat, mely

szerint a PKC shRINS alkalmazdsa a kontrollhoz képest 75%-kal csokkentette
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az aktiv kindz jelenlétét. Ezen aktivitascsokkenés azonban a rottlerin gatldshoz
hasonléan ebben az esetben sem volt szdmottevd hatdssal a porcspecifikus
aggrekdn és Sox9 mRNS expresszidjdra. A fehérjeexpresszids valtozdsok
megegyez0 képet mutatnak a farmakoldgiai gatlds hatdsaival, hiszen a Sox9
fehérjeexpresszidja és foszforilalt formdjanak jelenléte dramaian visszaesett.

Az ERKI1/2 mRNS és fehérjeexpresszidja hasonléan az inhibitor
hatdsaihoz, nem valtozott a géncsendesités alkalmazdsa sordn, ugyanakkor az

ERK1/2 foszforil4cids szintje a kontroll kétszeresére emelkedett.
AZ NMDA receptor hidnydnak hatdsa a porcképzodés mértékére

Az NR1 siRNS-t k6dol6 szekvenciat a Dharmacom siRNS konyvtardabol
rendeltiik. A transzfekciés hatékonysdgot az NR1 alegység mRNS-ének
detektalasaval végeztiik, €s megallapitottuk, hogy a géncsendesités kozel 80%-
os mRNS csokkenést eredményezett, és az NR1 alegység fehérjeexpresszidjanak
ellendrzése is hasonl6 képet tart szemiink elé. Az NMDA receptor hidnya a 6.
tenyésztési napra 80-90%-os metakromatikus festddéscsokkenést okozott, bar a
DharmaFect 6nmagdban torténd alkalmazdsa is 30-40%-kal csokkentette a
metakromdzidt ad6 ECM mennyiségét. Az siRNS esetleges citotoxicitdsat MTT
teszttel vizsgaltuk és nem tapasztaltunk szignifikdns kiillonbséget az egyes
kiséreti csoportok sejtjeinek mitokondridlis aktivitdsa kozott. Tricidlt timidin a
sejtek DNS-ébe valo beépiilését detektidlva 30-40%-0s o0sztédoképesség
redukcié figyelhet6 meg. A porcdifferencidcié kulcsfontossdgu faktorainak
vizsgdlata szerint, mind az aggrekdn és mind a Sox9 mRNS expresszidja
jelentds mértékben visszaesett csakigy, mint a Sox9 fehérjeexpresszid is,
azonban az NMDA receptor hidnya nincs hatassal a Sox9 foszforil4cidjara. Az
NR1 alegység mRNS expresszidjdnak gitldsa kdzben a 2. tenyésztési napon
megvizsgiltuk a sejteken detektalhaté spontdn Ca** oszcillacidk tulajdonsagait.

Az siRNS hatdsanak kovetkezményeképpen, a kontroll sejtekhez képest, a Ca**
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oszcillaciok jelenléte szinte teljesen eltlinik, csupan a populdcié minddssze 10%-

ban detektdlhato.
Megbeszélés
A HD-kultiirdk transzfekciojanak optimalizdldsa

A primer porcosodd sejttenyészetek minimdlis beavatkozdsra is igen
érzékenyen valaszolnak, ezért nehéz feladat a sejtek nagy szdzalékat célzottan
transzfektalni olyan médon, hogy a lehetd legkisebb citotoxicitist okozzuk €s a
transzfekcié elég hatékony legyen ahhoz, hogy a tiltermeltetett fehérje hatdsat
populécids szinten vizsgdlhassuk. Kimutattuk, hogy a széles korben hasznélt
elektroporaciés technika ugyan a legmagasabb transzfekciés hatékonysagot éri
el, azonban a fesziiltség hatdsara a membranon valdsziniileg kialakuld
mikrosériilések  olyan mértékll apoptozist, életképességcsokkenést
eredményeztek, hogy a kicseppentett kondrogenikus sejtek siirlisége a
porcképzddéshez sziikséges kritikus kiiszobérték ala csokkent. A HD-kultarak
differenciécidja sordn hdrom eltérd lipofekcids eljarast teszteltiink; Lipofectamin
2000, DMRIE és SuperFect reagenseket. A SuperFect esetében a kitapadt
kultdrdk két nap alatt felisztak a tenyésztd médiumba. A DMRIE transzfekcids
reagens  hatékonysdga elmaradt a  populdcid  szintll  vizsgalatok
értékelhetdségéhez képest. A Lipofectamin 2000 viszonylag j6 transzfekcids
hatékonysdggal és alacsony apoptotikus hatdssal miikodott, valamint a
porcspecifikus markerek expresszidjit sem mRNS sem fehérje szinten nem
véaltoztatta meg. Eredményeink azt mutatjdk, hogy ezen moddszer alkalmas
transzfekcios eljaras lehet a mezenchimdlis sejteken, ugyanakkor a nagyobb
méretli  plazmidok bejuttatisa €és egy egyszerli GFP expresszid0 mar
porccsokkentd hatdsu lehet. A Saint Mix-szel HD-kultirdk esetében a populaci6
mintegy 50%-at sikeresen transzfektaltuk anélkiil, hogy lényeges mennyiségii
apoptozis detektdltunk volna. A porcdifferencidciés marker mRNS ¢és

fehérjeexpesszidja szinte teljes mértékben valtozatlan maradt. Munkdnk soran
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igazoltuk, hogy a legtobb transzfekciés moddszer karos hatdssal van a
porcdifferencidciora. Eredményeink arra utalnak, hogy a populdcié szintl
vizsgalatok eléréshez elegendd a kondrogenikus sejtek 50%-nak sikeres
transzfekcidja, valamint a GFP, mint jelentds mennyiségben termelt idegen
fehérje, valdszinlileg megbontja a differencidlodé sejtek metabolikus
egyensilyat, igy rontja a differenciidcié hatékonysdgat. Az itt felsorolt adatok
alapjan kisérleti rendszeriinkben a Saint Mix €és a Lipofectamin 2000 tiint a

legalkalmasabb mdédszernek és ezeket valasztottuk a késdbbi kisérleteinkhez.

A PP2B tiiltermelésének és géncsendesitésének hatdsa a porcdifferencidciora

Két eltérd vektor bejuttatdsdval kivantuk vizsgdlni a PP2B pontos
feladatat. A CnA delta és gamma expresszidja érdekes eredményeket tart elénk,
hiszen a RT-PCR és Western blot eredményeink alapjan is a nagy kdpiaszamban
jelenlévd enzim megemelte a PP2B bazdlis expresszidjat. Méréseink szerint,
csak a CnA delta bevitele jart aktivitisemelkedéssel, mig a CnA gamma-t
expresszald sejtcsoportok enzimaktivitdsa nem véltozott a kontroll csoportokhoz
1épest. A PP2B overexpresszidja nagymértékben porcképzddés csokkentd hatdsu
volt. Ennek egyik oka lehet, hogy a sejtosztddds eroteljesen visszaesett, valamint
a Sox9 és P-Sox9 expresszi6ja is nagymértékben csokkent. Erdekes kérdés lehet,
hogy vajon a PP2B ilyen magas foku jelenléte miért indukdlja e folyamatokat.
Mas kisérleti rendszerben mar igazoltdk, hogy a megemelkedett intracelluldris
Ca’*-koncentréci6 fokozott PP2B aktivitast eredményez, a mi rendszeriinkben a
nagymértékii kalcineurin aktivitds megvaltoztathatta mds Ca>*- és kalcineurin-
reguldlt jelatviteli ttvonalak aktivitisat, amely a differencidciot negativ irdnyba
tolta el. Ugyanakkor a PP2B a sejtek katabolikus €s anabolikus egyensulyat is
fenntartja, igy a PP2B tdltermeltetés eredményeként ennek felboruldsa is
hozz4djarulhat a porcképzddés effektivitisanak csokkenéséhez. Minthogy a GFP
termelés Onmagaban is megzavarta a porcképzodést, igy a PP2B nagy

mennyiségben torténd bioszintézise (fiiggetleniil az enzim jelétviteli szerepétdl),
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jarhat olyan energiadeplécidval, amely szintén szerepet jatszhat a porcképzddés
csokkenésében.

A PP2B sh-RNS-sel tortén0 géncsendesitésének hatdsa az RT-PCR
vizsgalatokkal —megallapitott kozel 50%-os mRNS csokkenés és a
fehérjexpresszids szinten teljesen eltlind PP2B-nek koszonhetdéen populicid
szinten is vizsgdlhatovd vélt. Az shRNS alkalmazdsdnak hatdsara a
porcképzddés detektdldsa alkalmanként lehetetlenné vélt, ugyanakkor a PP2B
alapaktivitdsa csak kis mértékben csokkent. A proliferdcids vizsgalatok arra
utalnak, hogy a PP2B aktivitisanak emelkedése a porcosodé6 HD-kultirdaban az
osztddas csokkenéséhez, mig a PP2B gétlds a proliferacios rata emelkedéséhez
vezetett. Tehdt a PP2B-nek mindenképpen szabalyozd szerepe lehet a
sejtosztddds befolydsoldsdban, akar pl. a MAPK utvonal egyes tagjainak
defoszforildldsan  keresztill.  Eredményeink  azt  tiikrozik, hogy a
porcdifferencidcié folyamataiban a PP2B szerepe igen sokrétli és fokozott
aktivitdsa, illetve hidnya egyardnt megzavarhatja a differencidciés 1épéseket.
Fontos megemliteni, hogy tovédbbi bizonyitékokkal szolgéltunk arra nézve, hogy
a kalcineurin negativan befolydsolja a kondrogenikus sejtek osztédasi

képességeit, és a mitokondridlis aktivitisra is hatassal lehet.
A PKCo expresszioja és gdtldsdnak hatdsa a kondrogenikus kultiirakban

Az mér régéta ismert tény, hogy az egyes PKC izoenzimek fontos
szerepet jatszanak az iziileti porc megfeleld kialakuldsdban, szerepiiket az
altalunk is haszndlt HD-kultirdkban tobben is tanulminyoztdk. Mai tuddsunk
szerint a PKCo-nak nélkiilozhetetlen szerepe van a prekondrogenikus nodulus
formalédasaban. Sajat kisérleteinkben kimutattuk a PKC9 jelenlétét a tenyésztés
valamennyi napjdn, sOt expresszidjdnak és aktivitdsdnak a differencidcioval
Osszefiiggd mintdzatat lattuk. Az enzim expresszidja ugyanis a differenciicid
napjain magas cstcsot mutatott, mig a differencidci6 vége felé csokkend

tendencidval volt jelen, valamint a legmagasabb aktivitassal a 2. és 3. tenyésztési
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napon detektdlhaté az enzim. Ez utébbi két eredmény arra utal, hogy a PKCd
jelenléte és aktivitdsa elsOsorban a HD-kultirdk differenciacids folyamatainak
irdnyitdsdban vesz részt.

A PKC9 negativ vagy pozitiv szerepének vizsgdlatara a HD-kultdrdkban,
az irodalomban még manapsag is specifikus farmakoldgiai inhibitorként ismert,
rottlerint alkalmazzdk. A gatlészer alkalmazésa id6 €s koncentraciéfiiggd médon
csokkentette a porc ECM termelésének mennyiségét. Ez az eredmény
tokéletesen parhuzamba 4llithaté Choi és munkatarsai altal végzett kisérletek
kovetkeztetéseivel. A rottlerin hatdsara a sejtek életképessége és
osztodoképessége szignifikdnsan csokkent. Ez utobbi megfigyelések egyik oka
lehet, hogy a rottlerinnek bizonyitottan antiproliferativ hatdsai is vannak. A
rottlerin alkalmazdsa azonban semmilyen Kkoncentricioban sem okozott
apoptézist vagy nekrozist a differencial6dé porcsejtek esetében, holott a PKCo-t,
mint a mitokondriumokbdl kiindulé apoptézis egyik reguldtordnak tekintik.
Kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a csirke kondrogenikus sejtek
mitokondriumai kevésbé érzékenyek az inhibitor alkalmazdséara, vagy a PKCo
ezen szerepe ebben a rendszerben elhanyagolhat6. Az ERK dtvonal jol ismert
proliferaci6-, differencidcio-szabalyozd szereppel bir az eukaridta sejtek
életfolyamataiban. A mi kisérleti rendszeriinkben rottlerin hatdsira sem az
mRNS, sem a protein expresszidja nem véltozott az ERK1/2-nek, de a gatlészer
hatdsara az ERK1/2 kettosen foszforilalt formdja erdteljesen csokkent. Mivel a
rottlerinnel  kezelt HD-kultirdkbo6l késziilt mintdkban végzett PKC
enzimaktivitds mérések nem tdmasztottdk ald a rottlerin PKCo-gétlé hatdsat, igy
mds kisérleti rendszerekben nyert irodalmi adatok 4ltal is megerOsitve ugy
gondoljuk, hogy a rottlerin mds uton, pl. az ERKI1/2 foszforildcidjdnak
modositdsdval (vélhetdéen aktivdldsaval) fejti ki porcképzddést csokkentd
hatasat.

Mivel a rottlerin hatdsa nem tlint PKCo-specifikusnak, ezért a PKCo

shRNS-sel torténd géncsendesitést alkalmaztunk a PKCS porcdifferencidciéban
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betoltott szerepének tisztdzasdra. A PKCo shRNS majdnem teljes mértékben
blokkolta az in vivo porcképzddést. Ugyanakkor nem indukdlt apoptdzist
és/vagy nekrozist, valamint a kondrogenikus sejtek életképessége és
proliferacigja sem valtozott. A farmakoldgiai gatldshoz hasonléan sem az mRNS
és sem a fehérjeexpresszidja nem véltozik az ERK1/2-nek, azonban a kettdsen
foszforilalt forma jelenléte kétszeres emelkedést mutat a PKCS hidnydban. Az
ERK1/2 fokozott aktivitis azonban egy masik olyan tényezd lehet, amely a
PKC6 shRNS hatdsdra bekovetkez6 majdnem teljes porcképzddésgatlashoz
vezetett. Az irodalomban szdmos adat van arrdl, hogy kiilonb6z0 differenciacids
rendszerekben a PKCo gatldsa eltérd hatassal lehet a MEK-ERK1/2 tdtvonalra,

ugyanakkor 4ltaldnossdgban véve a PKC6-t, mint negativ reguldtorat emlitik.

Az NMDA receptorok hidnya a Ca’*-oszcilldciok nagyfokii redukcidjdahoz vezet
Mai tuddsunk szerint a sejtek normdlis életfolyamataihoz a Ca**-ionok
jelenléte nélkiilozhetetlen, hiszen a Ca’’-ion egyike a legalapvetébb &s
legelterjedtebb masodlagos hirvivoknek, és a sejtek szinte valamennyi jelatviteli
folyamatdnak induktoraként tekinthetd. A kiilsé térbél szarmazé Ca**-ionok
kiilonb6z6 kationcsatorndkon keriilhetnek a sejtek belsd terébe. Az utdbbi
néhany évben keriilt azonositdsra az NMDA receptorok jelenléte porcsejteken is,
azonban funkciéjuk még nem egészen tisztizott. Kisérleteink sordn az NRI1
alegység géncsendesitéssel torténd gatlasit valdsitottuk meg, ezdltal a teljes
receptor Osszeszerelodését gatoltuk. A transzfekcié hatékonysagdt NR1 RT-
PCR-ral és Western blot-tal itéltiik meg, miszerint az siRNS 80-90%-os
géncsendesitést ért el. Az NMDA receptorok az idegsejtekben fontos szerepet
jatszanak Ca’'-tranziensek kialakuldsaban. A differencidlédé porcsejtekben az
NRI1 alegység igen alacsony szintli expresszidja a HD-kultirdk sejtjeiben
normélisan megfigyelt nagy frekvencidji spontan Ca**-oszcillaciok szinte teljes
eltiinéséhez vezetett. Egyuttal a porcdifferencidcié szinte teljes hidnyét
tapasztaltuk anélkiil, hogy a sejtek életképessége jelentdsen valtozott volna,
azonban a sejtek osztddoképessége nagymértékben visszaesett az NRI1
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géncsendesités kovetkeztében. A jelenség hatterének feltdrasa tovabbi
kisérleteket igényel. Mindemellett megfigyeltik, hogy a porcképzddés
markereinek tekintett Sox9 és aggrekdn mRNS expresszidja és a Sox9 protein
expresszidja is szignifikdnsan visszaesett, ugyanakkor a Sox9 foszforilacidja
alig valtozott. A Sox9 foszforil4dcigjéért irodalmi adatok szerint a PKA felelds,
mely aktivéaciéjahoz Ca’*-ionok jelenléte is sziikséges. LaboratGriumunk korabbi
kisérleti eredményei szerint a PKA aktivitdsa elengedhetetlen a megfeleld
porcdifferencidcidhoz, ugyanakkor arra nincsenek adatok, hogy a Sox9
foszforilacidja kapcsolddik-e kalciumdependens ttvonalakhoz.

Eredményeink azt sugalljdk, hogy az NMDA receptorok jelenléte
nélkiilozhetetlen eleme a porcsejtek differencidciés folyamatainak és a
porcsejtekben  detektdlhaté Ca**-oszcillicidkért legaldbbis részben ezen
csatorndk a felelOsek.

Osszefoglalas

A doktori értekezésben bemutatott munka sordn a porcosod6é mezenchimalis
kultirdk tranziens transzfekciés lehetOségeit tanulmanyoztuk, majd az
optimalizalast kovetden harom eltérd konstrukt bevitelét tliztiikk ki célul és a
porcdifferencidciéban betoltott szerepeit vizsgéltuk.

Kimutattuk, hogy a HD- kulturdk tranziens transzfekcidjanak
eredményessége fiigg a transzfekcidos reagens hatdsmechanizmusitdl, és a
bejuttatni kivant konstruktok méretétdl. A nagyméretii plazmidok bejuttatdsara a
Saint Mix reagens a legalkalmasabb, mig a kisebb méretli shRNS bejuttatasira a
Lipofectamin 2000 a legmegfelelébb. Az siRNS transzfekcidjara specidlis
DharmaFect sziikséges.

A Kkalcineurin aktivitdsdnak overexpresszion keresztiil tortén0 megemelése
jelentds mértékben porcképzOdés csokkentd hatdsd, mely tobbek kozott a
jelentds osztddoképesség csokkenésnek koszonhetd. A PP2B indukélhato
promoéterii  vektorba kldénozott shRNS-sel torténd specifikus gatldsa is a

metakromdazids  porcteriiletek  csokkenéséhez  vezetett, de a  sejtek
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osztodoképességét megemelte, tehdt a kalcineurin a kondrogenikus sejtek
osztoddsdnak negativ regulatora.

Tovabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy a PKC) rottlerinnel torténd gatldsa,
csokkent porcképzddéshez vezet, valamint a PKC shRNS-al torténd gatldsa is a
porcképzddés redukdldsat eredményezi.  Ugyanakkor az inhibitor HD-
kultirdkban torténd adagolédsa valdsziniileg nem specifikusan a PKCO gétldsan
keresztiil fejti ki hatdsat, mivel a rottlerin az ERK foszforlacigjat csokkenti, mig
ezzel ellentétesen a specifikus géncsendesités a foszforildcids szint emelkedését
okozza. Eredményeink alapjan a PKCd a porcképzddést pozitivan befolyasolja,
valoszintlileg az ERK1/2 aktivitds csokkentése révén.

Az NMDA receptor NRI1 alegységének géncsendesitése blokkolta a
porcképzédést és csokkentette a Ca**-oszcilldciét mutatd sejtek szamat, ami a
receptor Ca**-homeosztdzisban betsltstt elengedhetetlen szerepét feltételezi.
Hidnya valdszinlileg megzavarja a kalciumszenzitiv jeldtviteli folyamatokat és

ez, legaldbbis részben vezethet a csokkent porcképzddéshez.
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