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A GYAKRABBAN HASZNÁLT RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

AER: apical ectodermal ridge  

BMP: bone morphogenetic protein 

cAMP: adenozin-3’,5’-monofoszfát, ciklikus AMP 

CB: kuprolinkék 

CREB: cAMP respond element binding protein 

DMMK: dimetilmetilénkék 

ECM: extracelluláris matrix 

FGF: fibroblast growth factor 

HD-kultúrák: high density-kultúrák 

HMG: high mobility group 

OA: okadainsav 

PG: proteoglikán 

PGE: prosztaglandin E 

PKA: cAMP-dependens protein kináz 

PKA-C : PKA c-katalitikus alegység 

PKC: protein kináz C 

PP: protein foszfatáz 

PP1: protein foszfatáz 1 

PP2A: protein foszfatáz 2A 

Ser: szerin 

TGF: transforming growth factor 

Thr: treonin 

Tyr: tirozin 

ZPA: zone of polarizing activity  
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1. BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1.1 A porcszövetrWl általában 

A porcszövet a kötQ- és támasztószövet féleségek közé tartozó szövet. Sejtjei 

jelentQs mennyiség_, speciális összetétel_ és szerkezet_ extracelluláris matrixba (ECM) 

ágyazott, jellegzetesen kerekded kondrociták, melyeknek egyik jellemzQ sajátossága, hogy 

fenotípusuk fenntartásához a speciális ECM molekulákkal való kapcsolat megléte 

szükséges. 

A porcszövetet hagyományosan három nagy csoportba soroljuk: hialinporc 

(üvegporc), elasztikus porc és rostos porc. Az elkülönítést makroszkópos és mikroszkópos 

morfológiai sajátságok, a porcsejtek alaki és funkcionális, valamint az ECM szerkezeti és 

biomechanikai eltérései indokolják. Jelen értekezés tárgya a hialinporc, mely szövet 

három, funkcionális szempontból alapvetQen különbözQ megjelenési formában van jelen az 

állati szervezetben, úgymint ízületi porc, az egyes zsigerek (gége, légcsQ, bronchusok) 

vázát adó, úgynevezett állandósult porc, valamint az enchondralis csontosodással kialakuló 

csontok alakjának sablonjául szolgáló porcok, melyek egy része az egyed növekedése 

során, mint epifízis porc megmarad. Mindhárom megjelenési formának közös sajátsága a 

különbözQ, porcspecifikus ECM makromolekulák jelenléte. Ezen makromolekulák a II., 

IX., X. és XI. típusú kollagének, az aggregáló porcproteoglikán az aggrekán, az aggrekánt 

a hialuronsavhoz rögzítQ kötQfehérje, a „cartilage matrix protein” (CMP), mai nevén 

matrilin-1, valamint a „cartilage oligomeric matrix protein” (COMP). Mellettük más, 

egyéb kötQszövetféleségben is elQforduló matrix komponensek is fellelhetQk a hialinporc 

alapállományában, de ezek a molekulák a hialuronsav, valamint egyes kis proteoglikánok 

(biglikán, dekorin, fibromodulin) kivételével az elQbb említettekhez képest igen kis 

mennyiségben vannak jelen (Heinegård és Oldberg, 1989). 

A kondrociták a porcmatrixban úgynevezett lakúnákban foglalnak helyet, a 

szomszédos porcsejtek néhány sejtbQl álló csoportokat alkotnak. A matrix és a kondrociták 

kapcsolata a pericelluláris matrixban levQ makromolekulák révén valósul meg. Itt igen 

nagy koncentrációban vannak jelen proteoglikánok, jellegzetesen erQsen bazofil festQdés_ 

porctokként megjelenve a közönséges fénymikroszkópos készítményeken. A porcmatrix 

makromolekulái a porcsejtcsoportokhoz viszonyított helyzetüktQl függQen eltérQ 

megoszlást mutatnak. A differenciált hialinporcban a kondrociták kondronnak nevezett 

porcsejtcsoportokat alakítanak ki. Az ezeket körülvevQ, úgynevezett territoriális matrix a 

viszonylag nagy koncentrációban jelenlévQ proteoglikánok miatt erQsen bazofil festQdést 
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mutat. Az egyes kondronok között, kollagénben gazdagabb, ezért erQsebben eozinofil 

matrixrészletek az ún. interterritoriális matrix található. 

A porcszövet jellegzetes eltérése a többi kötQ- és támasztószövetektQl a tápláló erek 

hiánya. Mivel a porc táplálása diffúzióval történik a porcot körülvevQ kötQszövet, a 

perikondrium vagy az ízületi üreget kitöltQ szinoviális folyadék felQl, braditrof szövetnek 

tekinthetQ. 

Mai tudásunk szerint a növekedés befejezQdése után az ízületi porcban található 

kondrociták nem proliferálnak és fiziológiás körülmények között gyakorlatilag 

immortalizált sejtekként foghatók fel. Az állandó porcok sejtjei a perikondrium belsQ 

rétegében található kondrogenikus QssejtekbQl pótlódhatnak, az ízületi porcsejtek 

regenerációja azonban a perikondrium hiánya miatt nem lehetséges.  

A számos metabolikus sajátságban és differenciációs markerekben megnyilvánuló 

hasonlatosság mellett az ízületi porcban, az állandó porcokban, illetve az epifízis porcban 

jelenlévQ kondrociták különbözQ módon differenciálódnak, ezért eltérQ sejtpopulációkként 

kell kezelnünk Qket (Cancedda és mtsai, 1995; DeLise és mtsai, 2000). További lényeges 

különbségek mutatkoznak az egyes testtájakon kialakuló porcszövetek pluripotens 

Qssejtjeinek eredetében is, hiszen a koponya csontjainak kialakításában résztvevQ 

porctelepek, valamint a zsigeri porcok a crista neuralis kraniális részébQl kivándorolt 

ektomezenchimális sejtekbQl származnak, a törzs csontjainak vázát adó porckezdemények 

az axiális mezenchimából kialakult szklerotomokból fejlQdnek, míg a végtagtelepek 

porctemplátjai a laterális mezodermából kialakult mezenchimális szövet származékai 

(Sadler, 1990).  

A kondrogenikus Qssejtek proliferációja, porcsejt irányba elkötelezett sejtté való 

válása, a porcsejt fenotípus elnyerése, majd a speciális porcszövet kialakítása, egyéb sejtek 

differenciációjához sok tekintetben hasonló módon, egyaránt függenek genomiális 

faktoroktól (“master” gének, kontroll gének), lokális mikrokörnyezeti tényezQktQl 

(autokrin és parakrin faktoroktól, ECM, valamint sejtadhéziós molekuláktól) vagy akár a 

differenciálódó sejtek felszíni receptormintázatának (pl. integrinek, citokin receptorok stb.) 

alakulásától (Sandell és Adler, 1999). A porcsejtek differenciációját ilymódon számos, 

különbözQ forrásból származó faktor, távolról érkezQ hormonok, lokálisan termelt 

citokinek, stb. szabályozzák. Emellett a porcdifferenciáció során jelentQs változások 

zajlanak a sejtek közvetlen környezetét adó ECM összetételében is. A differenciáció 

kezdeti szakaszában a porcsejt fenotípus még labilis, ha a fiatal sejt elveszíti a megfelelQ, a 
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sejtadhéziót csökkentQ matrixszubsztrátot és/vagy a fenotípus megQrzéséhez szükséges 

diffúzibilis mikrokörnyezetet, hamar dedifferenciálódik (DeLise és mtsai, 2000= Cancedda 

és mtsai, 2000). FelnQttben pluripotens mezenchimális Qssejtek találhatók a vörös 

csontvelQben, a zsírszövet kötQszöveteiben, a perimíziumban, perioszteumban és 

perikondriumban (Cancedda és mtsai, 1995), ezek a sejtek kondrocitákká is 

differenciálódhatnak. 

 

1.2. Porcdifferenciációs modellek 

Az egyik leggyakrabban használt in vitro porcdifferenciációs modell a Hamburger-

Hamilton szerinti 22-24-es fejlQdési stádiumban (Hamburger és Hamilton, 1951) lévQ 

csirkeembriók végtagtelepeibQl izolált és elsQsorban porcosodó mezenchimális sejtekbQl 

álló primer high density (HD)-sejttenyészet (Ahrens és mtsai, 1977= Hadházy és mtsai, 

1982), ami a viszonylag nagy számban jelenlevQ és a kultúrák kitapadását biztosító 

mezenchimális/fibroblaszt populáció mellett kevés mioblasztot és hámsejtet is tartalmaz. 

Az évek során néhány, rágcsálókból származó porcosodó mezenchimális sejtvonalat is 

kialakítottak (C3H-10T1/2 egér sejtvonal, RCJ 3.1 és CFK2 patkány fetus calvariaból), 

ezek a  sejtvonalak a mikrokörnyezeti paraméterek változtatásával, egyes anyagoknak a 

médiumhoz való adásával, másoknak az elvonásával nem csupán porcsejtekké, hanem akár 

vázizom, csont vagy zsírsejtekké is differenciálódhatnak (Young és mtsai, 1993). 

Az in vivo és in vitro zajló porcdifferenciációban a sok hasonló vonás mellett 

alapvetQ különbség az, hogy az embrió testében különbözQ lokalizációban más-más 

formájú és helyzet_ porcszigetek képzQdése szükséges térben és idQben meghatározott 

sorrendben, míg az in vitro sejtkultúrákban, megközelítQleg homogén eloszlással alakul ki 

a porcszövet. Az in vivo porcképzQdés orientációját és szekvenciáját számos különbözQ 

faktor, többek között ún. pozícionáló tényezQk határozzák meg. Itt elsQsorban a 

homeoboxot tartalmazó gének termékeire és végtagbimbók esetében az apikális 

ektodermális perem (AER, apical ectodermel ridge) sejtjei által termelt FGF-4-re, valamint 

a végtagtelep proximális területében elhelyezkedQ polarizáló activitással rendelkezQ 

mezenchimális sejtek (ZPA, zone of polarizing activity) diffúzibilis faktoraira (Hedgehog 

fehérjék) gondolhatunk, amelyek az embrió normális morfológiájának kialakulásához 

elengedhetetlen fontosságúak (Erlebacher és mtsai, 1995; Iwamoto és mtsai, 1999; Sandell 

és Adler, 1999; De Lise és mtsai, 2000). Ezek a faktorok az általunk is használt primer 

porcosodó sejtkultúrákban zajló porcdifferenciáció szabályozásában más módon vehetnek 
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részt, mint az in vivo zajló kondrogenezis esetében. ErrQl a tényrQl nem szabad 

elfelejtkeznünk, amikor a tapasztaltakat az élQben lejátszódó porcdifferenciáció 

szabályozásával kell összevetnünk. Így például az AER alatti mezenchimális sejtek által 

fiziológiásan termelt retinolt a primer sejtkultúrákhoz adva, az eltérQ hatással lehet a 

porcosodó sejtjekre annak függvényében, hogy a sejteket a végtagbimbó mely területérQl 

izolálták (Underhill és Weston, 1998). Ugyanez elQfordulhat a ZPA termelte Sonic 

hedgehog hatásaival is (Laufer és mtsai, 1994, Iwamoto és mtsai, 1999). 

A primer porcsejt-tenyészetek különbözQ fenotípusú, a differenciáció eltérQ 

fázisaiban lévQ sejtek elegyeként foghatók fel, amely sejteket általában nem matrix alapon, 

hanem egyszer_ m_anyag felszínen növesztünk. A porcsejtekre kizárólagosan jellemzQ 

sejtfelszíni markereket nem ismerünk, így a differenciáció folyamatát a porcspecifikus 

matrixmolekulák expressziójának monitorozásával lehet elsQsorban nyomonkövetni. 

Emellett hasonló specificitású, de jóval gyorsabb és igen egyszer_ eljárás, ha alacsony pH-

n metakromáziás festékkel (pl. dimetilmetilénkék) festjük meg a preparátumainkat, 

demonstrálva az erQsen polianionos karakter_ szulfatált glikozaminoglikánok nagy 

mennyiségben való jelenlétét a porcmatrixban. Ha a porcosodó mezenchimális sejtekbQl 

létrehozott primer HD-sejtkultúrák sajátosságaiból fakadó korlátokat szem elQtt tartjuk a 

kísérleti eredmények értékelésénél, akkor ez a könnyen reprodukálható kísérleti modell 

sokrét_ információval szolgálhat a porcdifferenciáció egyes mozzanatairól, ezek 

szabályozásáról és exogén tényezQkkel való befolyásolhatóságáról, valamint a 

génexpressziós mintázat és a transzkripció porcdifferenciációval összefüggQ változásairól. 

A porcosodó mezenchimális sejtekbQl létrehozott primer HD-kultúrák elfogadottságát és 

alkalmazásának létjogosultságát számos, az elmúlt években megjelent közlemény 

támasztja alá (Chang és mtsai, 1998; Healy és mtsai, 1999; Pizette és Niswander, 2000).  

 

1.3. A porcdifferenciáció lépései, a fontosabb extracelluláris 

szabályozó tényezWk 

Mind az in vivo, mind az in vitro porcdifferenciáció fontos kezdeti lépése a 

kondrogenikus sejtek kisebb sejtcsoportokba való kondenzációja. A kondenzálódott sejtek 

morfológiailag megkülönböztethetetlenek a többi mezenchimális sejttQl. Az aggregátumok 

kialakításában számos faktor összehangolt m_ködése játszik szerepet. Ezek között 

kiemelkedQ fontosságot tulajdonítunk a sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatok alakulásának, 
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egyes citokinek hatásának, valamint a citoszkeleton szerkezetének átalakulásával 

párhuzamosan észlelhetQ sejtalak-változásoknak.  

A HD-mezenchimális kultúrákban a kondrogenikus sejtek kondenzációja az elsQ 

tenyésztési nap folyamán zajlik, majd a második és harmadik napon a nodulusok sejtjei 

porcsejtekké differenciálódnak (Ahrens és mtsai, 1977; San Antonio és Tuan, 1986). A 

korai sejt-sejt kapcsolatok a kondrogenikus sejtek felszínén megjelenQ N-CAM és N-

cadherin molekulák révén valósulnak meg (Widelitz és mtsai, 1993; Oberlender és Tuan, 

1994). Emellett ebben a fejlQdési stádiumban a szomszédos sejtek között számos gap 

junction is megjelenik (Kelley és Fallon, 1978), ami parakrin mechanizmusok 

jelentQségére utal: közismert, hogy a porcdifferenciáció kezdeti fázisában a differenciálódó 

sejtek PGE-2-t termelnek (Smales és Biddulph, 1985). 

C TGF-d családba tartozó citokinek a differenciáció több fázisában is befolyásolják 

a porcképzQdést (Kulyk és mtsai, 1989= Leonard és mtsai, 1991). Így például a bone 

morphogenetic proteinekrQl (BMP) tudjuk, hogy a sejtkondenzáció során nagy 

mennyiségben vannak jelen a kolóniákban, valamint, hogy ebben a fejlQdési stádiumban és 

a kondenzációt közvetlenül követQ differenciáció során a kondrogenikus sejtek nagy 

számban expresszálják felszínükön a BMP-k megkötéséhez szükséges receptorokat is 

(Pizette és Niswander, 2000). 

A sejtek felszínén, valamint az intracellulárisan zajló változások mellett a 

differenciálódó sejteket körülvevQ ECM is jelentQs átalakulásokon megy keresztül. A 

sejtkondenzációt megelQzQen és annak során a kondrogenikus sejtek nagy mennyiség_ 

fibronektint deponálnak az ECM-ba, miközben felszínükön fibronektint kötQ integrinek 

(elsQsorban c5d1) expresszálódnak. A sejtaggregátumok kialakulását követQen mind a 

fibronektintermelés, mind az azt kötQ integrinek expressziója erQsen csökken. A 

fibronektinben gazdag matrix a továbbiakban gátolja a porcképzQdést, erQs adhezív 

sajátsága miatt valószín_leg nem engedi a kondrogenikus sejtek lekerekedését és azoknak 

a matrix alapzatról való fokozatos felválását (Tavella és mtsai, 1997). Tovább erQsítheti a 

sejtek mobilitását és fibronektintQl való elszakadási képességét a korai porctelepekben 

átmenetileg megjelenQ tenaszcin (Mackie és mtsai, 1987), mely molekula fibronektin-kötQ 

régiója révén meggátolja a sejtek adhézióját a pericelluláris fibronektinhez. A tenaszcin 

expressziója a porcdifferenciáció késQbbi fázisaiban a perikondrium területére 

korlátozódik, ahol szerepet játszhat a belsQ rétegben található kondroprogenitor sejtek 

fenotípusának megQrzésében. A végtagbimbók mezenchimájának központi részében a 
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hialuronsav koncentráció csökken a kondenzáció fázisa elQtt (Toole, 1972), míg az I. 

típusú kollagén koncentrációja ekkor a legmagasabb, majd a porcsejtté való differenciáció 

idQpontjában fokozatosan csökken (Dessau és mtsai, 1980). A továbbiakban a sejtek 

megkezdik a porcspecifikus ECM makromolekulák szintézisét, valamint a megkötésükhöz 

szükséges receptorok expresszióját. A HD-kultúrákban a harmadik tenyésztési nap 

második felétQl lehet metakromáziás festéssel porcmatrixot detektálni. A differenciációt 

követQen egyre nagyobb mennyiségben szintetizálódó II. típusú kollagén és aggrekán 

teljesen körülveszi a porcsejteket. Ez az egyedi összetétel_ ECM nagy fontossággal bír a 

porcsejtek végleges fenotípusának kialakításában és fenntartásában (Cancedda és mtsai, 

2000). 

 

1.4. Összehangolt intracelluláris történések irányítják a 

kondrogenezist  

A fentiek alapján egyértelm_en látszik hogy a porcdifferenciáció során számos, 

egymással jól összehangolt folyamat zajlik párhuzamosan, így joggal feltételezhetjük egy 

(vagy esetleg több) ún. „master” gén szerepét. Újabb kutatási eredmények szerint ez a 

„master” gén a HMG (high mobility group)-box típusú DNS-kötQ régióval rendelkezQ 

transzkripciós faktort kódoló Sox9 gén lenne (de Crombrugghe és mtsai, 2000).  

A porcosan differenciálódó sejtek jelentQs mennyiség_ PGE-2-t termelnek, ami az 

intracelluláris cAMP szintjének fokozódását váltja ki (Biddulph és mtsai, 2000). A cAMP 

intracelluláris hatásainak mediálásáért a Ser/Thr–specifikus protein kinázok csoportjába 

tartozó cAMP-függQ protein kináz (PKA) aktiválódása a felelQs. A porcdifferenciáció 

során a PKA cAMP és BMP-2 hatására egyaránt aktiválódik (Lee és Chuong, 1997). A 

kondrogenikus sejtekben a PKA bizonyítottan foszforilálja a Sox9-t, ezzel aktiválva a 

porcspecifikus ECM-t kialakító II. típusú kollagén és az aggrekán core proteinjének a 

génjeit (Lefebvre és de Crombrugghe; 1997, de Crombrugghe és mtsai, 2000). A PKA 

másik lehetséges targetmolekulája a „cAMP Respond Element Binding Protein” (CREB), 

melynek foszforilációja mind cAMP, mind BMP-2 hatására fokozódik a porcosodó 

sejtekben (Lee és Chuong 1997). 

 

1.5. A fehérje foszforilációs folyamatokról általában 

A reverzibilis fehérje foszforiláció az eukarióta sejtek m_ködésének szinte 

valamennyi folyamatában megtalálható (Barford és mtsai, 1998), így a génexpressziót 
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szabályozó különbözQ fehérjék aktivitásának befolyásolásában is ez az egyik legfontosabb 

mechanizmus. A reverzibilis foszforiláció révén megvalósuló szabályozásban a 

kulcsszerepet a foszforilációért felelQs protein kinázok, valamint a foszfátcsoportok 

lehasítását katalizáló protein foszfatázok játszák. A két enzim-típus celluláris 

koncentrációja nagyjából azonos (Hunter 1995), így akár a kináz, akár a foszfatáz-

aktivitást befolyásoljuk, megváltoztatjuk egy adott szubsztrát vagy szubsztrátcsoport 

foszforilációs szintjét. Az ily módon módosítható fehérjék nagy része (több mint 90%-a) 

Ser illetve Thr, kisebb hányada pedig Tyr aminosav-oldalláncukon foszforilálódhat 

(Marks, 1996). 

 

1.6. Protein kinázok 

A protein kinázok egy része a sejtmembránhoz kötött receptorok intracelluláris 

részeként funkcionál. A receptor tirozin-specifikus kinázok különbözQ növekedési és 

differenciációs faktorok receptorai. Ilyen receptorokon keresztül fejtik ki hatásaikat az 

alábbi citokinek: az epidermális növekedési faktor (EGF), az inzulin-szer_ növekedési 

faktor (IGF), az ideg növekedési faktor (NGF), a vérlemezke eredet_ növekedési faktor 

(PDGF), fibroblaszt növekedési faktor (FGF), az érendothel eredet_ növekedési faktor 

(VDGF) valamint a makrofág kolónia stimuláló faktor (M-CSF). További kategóriát 

képeznek a receptorokhoz asszociált tirozin-specifikus kinázok, melyek többsége az Src 

vagy a Janus család tagja. Ezek a kinázok a különbözQ receptorok intracelluláris 

doménjének közelében találhatóak a sejtmembrán belsQ felszínéhez horgonyozva. A 

receptor lehet akár az elQzQekben említett receptor tirozin-specifikus kináz is (Marks, 

1996). A különbözQ kinázok által foszforilált szubsztrátok részben teljesen különbözQek, 

részben közösek. Ilymódon különbözQ receptorok aktiválhatják ugyanazt a jelátviteli utat. 

A tirozin-specifikus kinázok mellett foszfotirozin-specifikus foszfatázok m_ködése is 

elengedhetetlen a foszforiláció reverzibilitásának biztosításához. A foszfotirozin 

foszfatázok között is vannak receptor-szer_ és nem receptor-szer_ foszfatázok, többnyire a 

különbözQ jelátviteli folyamatok szabályozásában van alapvetQ szerepük (Marks, 1996). 

A Tyr foszforiláció igen körülírt hatásaival ellentétben, sokkal szélesebb spektrumú 

és volumenében is sokszoros a fehérjék Ser/Thr oldalláncainak a foszforilációja. A 

Ser/Thr-specifikus kinázok többsége nem membránhoz kötött. Az egyetlen ismert receptor 

Ser/Thr-specifikus kináz csoport tagjai a transzformáló növekedési faktor-d (TGF-d) 

szupercsaládba tartozó citokinek receptorai. A citoszolban, illetve a sejtmagban azonban 
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számos Ser/Thr-specifikus protein kinázt ismerünk, csak a legközismertebbeket felsorolva: 

cAMP-függQ protein kináz (PKA), cGMP-függQ protein kináz (G-kináz), protein kináz C 

(PKC), Ca2+-calmodulin-függQ protein kináz (CaM-kináz), foszforiláz kináz, mitogén 

aktivált protein kináz (MAP-kináz). Számos extracelluláris szignál molekula az 

intracelluláris cAMP-szint emelése révén fejti ki hatását. Ezek a molekulák a 

sejtmembránba integrált adenilát-cikláz enzim aktivitását G-proteinek révén modulálva 

változtatják meg az intracelluláris cAMP-szintet. A cAMP hidrolízisét gyorsan és 

effektíven végzik a különbözQ cAMP-foszfodiészterázok (Marks, 1996). 

 

 

1.1. ábra. A PKA holoenzim szerkezete  

 

A cAMP intracelluláris hatásainak többségét a PKA által, Ser/Thr 

aminosavmaradékon foszforilált proteinek aktivitásának a megváltoztatása révén fejti ki 

(Krauss, 2001). Az inaktív PKA holoenzim két regulátor és két katalitikus alegységbQl 

épül fel. A cAMP-nek a regulátor alegységhez való kötQdése a katalitikus alegységeknek a 

regulátor alegységekrQl való leválását és aktiválódását váltja ki (1.1 ábra). A PKA családba 

tartozó enzimeknek négyféle regulátor alegységét (R) ismerjük, úgymint RIc, RId, RIIc, 

és RIId, melyek két különbözQ katalitikus alegységhez (Cc és Cd) kapcsolódhatnak 

(Marks, 1996). A különbözQ regulátor alegységek cAMP-érzékenysége eltérQ és ezt a 

helyzetet még tovább bonyolítja, hogy a két eltérQ katalitikus alegység kapcsolódása 

ugyanahhoz a regulátor alegységhez tovább modulálja a regulátor alegységek egyébként is 

ciklikus AMP

inaktív

A kináz

regulátor 
 alegység
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 regulátor 
alegységek



 

 

 

13

eltérQ cAMP-érzékenységét. A PKA holoenzim-variánsok szubcelluláris lokalizációja 

különbözQ, az RI típusú regulátor alegységet tartalmazó PKA enzimek elsQsorban a 

citoszolban találhatóak, míg az RII alegységgel bíró variánsok inkább a maghártyához, 

Golgi-apparátushoz és citoszkeletális komponensekhez kötöttek (Brandon és mtsai, 1997). 

A PKA hatásának specifikusabbá tételében fontos szerepe van a PKA-kötQ fehérjéknek 

(AKAPs), melyek a különbözQ szubcelluláris kompartmentekhez lokalizálják a PKA 

holoenzimeket (Zhang és mtsai, 1996). A PKA katalitikus alegység Thr-197-en való 

foszforilációja elengedhetetlen fontosságú az enzim aktivitása szempontjából (Cauthron és 

mtsai, 1998). 

A PKA által foszforilált és a génexpresszió szabályozásában fontos egyik 

transzkripciós faktor a CREB, mely egy, különbözQ génekben elhelyezkedQ DNS 

szekvenciához – „cAMP respond element” (CRE) – kötQdve fejti ki hatását. A CREB Ser-

133 oldalláncának foszforilációja fokozza a génexpressziót aktiváló hatását, de nem 

befolyásolja a molekula DNS-kötQ képességét (Gonzalez és Montminy, 1989). 

A cAMP mellett fontos „second messenger” a különbözQ extracelluláris szignálok 

intracelluláris hatásainak kialakulása során a kalciumion. A citoplazma Ca2+-

koncentrációja nyugalmi állapotban rendkívül alacsony, számos pumpa-mechanizmus 

aktív tevékenységének köszönhetQen a sejten belüli Ca2+ az endoplazmás retikulumban 

tárolódik. Az intracelluláris Ca2+-koncentráció megnQhet a sejtmembránban elhelyezkedQ, 

különbözQ szabályozású Ca2+-ioncsatornák megnyílása révén ami elsQsorban az 

elektromosan stimulálható sejtekre –izomsejtek, idegsejtek– jellemzQ. Ca2+-felszabadulást 

eredményezhet egy másik, valamennyi eukarióta sejtre jellemzQ szignáltranszdukciós 

folyamat is, amelynek során valamely extracelluláris szignálmolekula receptorhoz való 

bekötQdése G-proteinek aktiválódása révén fokozza a sejtmembrán belsQ oldalán kötött 

foszfolipáz C aktivitását (Krauss, 2001). A foszfolipáz C a membrán-asszociált foszfatidil-

inozitol-bifoszfátból (PIP2) inozitol-trifoszfátot (IP3) és diacil-glicerolt (DAG) szabadít fel. 

Az IP3 megnyitja az endoplazmás retikulum Ca2+-csatornáit, így elárasztja a Ca2+ a 

citoplazmát. A DAG pedig aktiválja a Ser/Thr kinázok egy nagy csoportját, a számos 

izoenzimbQl álló PKC családot (Kuo, 1994; Liu és Heckman, 1998). 

A PKC izoenzimek jelentQs hányadának aktivitását az intracelluláris Ca2+-

koncentráció emelkedése is növeli. Ebbe az ún. kalcium-függQ, klasszikus PKC izoenzim-

csoportba tartoznak az c, dI, dII és i izoenzimek (cPKC vagy A típusú PKC). Nem 

befolyásolja az intracelluláris kalcium-ion koncentráció a f, s, g és j, ún. új típusú 
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izoenzimek aktivitását (nPKC vagy B típusú PKC). Végül egy harmadik ún. atípusos 

csoportot képeznek a n és ¦ (aPKC vagy C típusú PKC) izoenzimek (Kuo, 1994; Mellor és 

Parker, 1998). Az egyes PKC izoformák szöveti, sejtes és intracelluláris megoszlása nem 

azonos. Egy sejtféleség általában több izoenzim típust is expresszál. Az c, i és ¦ formák 

ubikviterek, ami ezen izoenzimek alapvetQ szerepére utal (Mellor és Parker, 1998; 

Mochly-Rosen és Gordon, 1998). A porcdifferenciáció során egyes PKC izoenzimek (c, i, 

g) expressziójának szintje változik, míg mások (n és ¦) mindvégig egyformán 

expresszálódnak a porcosodó sejtekben (Choi és mtsai, 1995). Az A típusú PKC 

izoenzimek a citoszkeleton különbözQ elemeihez kötQdnek a sejtekben. A PKC aktiválódás 

az aktin filamentumok dezorganizálódásához vezet. A PKC lehetséges szubsztrátjainak 

száma rendkívül nagy, itt csak azt, a továbbiak szempontjából fontos tényt emeljük ki, 

hogy a PKC és a PKA, egyaránt a Ser-133-on foszforilálják a CREB-et (Kuo, 1994). 

 

1.7. Foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatázok 

A Ser/Thr-specifikus kinázok aktivitása révén foszforilált fehérjék defoszforilálását 

a foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatázok (PP) katalizálják. A Ser/Thr-specifikus PPk 

a családjába tartozó enzimek katalitikus egységeinek a felosztása szubsztrátspecificitásuk, 

illetve inhibítorok iránti érzékenységük alapján történik (Brautigan, 1997). A PP1 az emlQs 

foszforiláz kináz d alegységét defoszforilálja, inhibitor-1 (I1) és inhibitor-2 (I2) 

fehérjékkel gátolható. A PP2 család tagjai az emlQs foszforiláz kináz c alegységére 

specifikusak és nem gátolhatók I1 vagy I2 fehérjékkel. A PP2 családon belül 3 alosztályt 

különítünk el: PP2A, PP2B és PP2C. A PP2A okadainsavval gátolható, a PP2B Ca-

kalmodulin-függQ, a PP2C pedig Mg2+ illetve Mn2+ ion-függQ ( Wera és Hemmings 1995). 

A PPk primer szerkezetének megismerésével a fenti osztályozás lényegesen bQvült. 

A PP2A, PP2B és PP1 különbözQ izoenzimeinek az aminosavsorrendje hasonló, míg a 

PP2C izoenzimek szekvenciája tQlük erQsen eltérQ. Emellett a foszfatáz kutatások során 

számos ún. új típusú foszfatázt találtak (pl. PP4, PP5) melyekrQl még viszonylag keveset 

tudunk (Barford és mtsai, 1995; Brautigan, 1997). 

A PP1 az eukarióta sejtekben esszenciális szerepet betöltQ molekula, nagymérték_ 

evolúciós konzervativizmus jellemzi. Természetes formában egy katalitikus alegység és 

egy regulátor alegység alkotta dimerként funkcionál. A PP1-nek számos eltérQ regulátor 

alegységét ismerjük (Mumby és Walter, 1993). 
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A PP2A holoenzim valószín_leg trimerként található a sejtekben. A katalitikus 

alegység, éppúgy, mint a PP1 esetében, nagyfokú evolúciós konzervativizmust mutat. A 

katalitikus alegység (C) állandó komplexet alkot a 65-kDa-os regulátor (A) alegységgel. A 

dimerhez különbözQ B-alegységek kapcsolódnak (1.2. ábra). A B alegységeknek számos 

változata ismeretes, ennek révén a holoenzim aktivitása, szubsztrát-specificitása, 

szubcelluláris lokalizációja rendkívül finoman szabályozott lehet (Millward és mtsai, 1999; 

Sim és Scott, 1999). 

 

1.3. ábra. A PP2A holoenzim felépítése (Janssen és Goritz, 2001) 

 

A számos kombinációra lehetQséget adó regulátor alegységvariációk biztosíthatják 

a PP2A sejttípusonként, illetve differenciációs lépésenként eltérQ aktivitását vagy 

szubsztrátspecificitását. A regulátor alegységek sokfélesége mellett további lehetQség a 

PP2A aktivitásának szabályozására a katalitikus alegység foszforilálása, illetve metilálása. 

Mindkét folyamat a PP2A aktivitás azonnali modulálásra ad lehetQséget akár a sejtek 

jelátviteli folyamataiban, akár a sejtciklus szabályozásában (Janssens és Goris 2001). 

A PP2A számos jelátviteli rendszer lényeges eleme. Ez a szerep nem csupán a 

foszforilálható transzkripciós faktorok vagy egyéb messenger molekulák defoszforilálására 

korlátozódik, hanem jelentQs számú (mintegy 30) protein kináz aktivitását is képes 

befolyásolni a PP2A (Millward és mtsai, 1999). Az elQzQekben már említett kinázok közül 
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mind a PKA, mind a PKC, valamint a MAP-(Mitogen Activated Protein)-kinázok közé 

tartozó ERK 1/2 aktivitását egyaránt gátolja a PP2A katalitikus tevékenysége. 

 

1.8. Az okadainsavas gátlás, mint hatékony módszer a 

foszfatázok tanulmányozásában 

A proteinfoszfatázoknak a celluláris folyamatok szabályozásában vitt jelentQségére 

utal az a tény is, hogy egyes organizmusok a különbözQ foszfatázok aktivitását gátló 

toxinokat termelnek (Dawson és Holmes, 1999). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1.3. ábra. Az okadainsav szerkezete 

 

Ilyen vegyület az okadainsav (OA) is, mely kémiailag a poliéter zsírsavak 

csoportjába tartozó, sejtpermeábilis anyag (1.3. ábra). Egyes tengeri dinoflagellaták 

termelik és a velük táplálkozó szivacsok, illetve kagylók tápcsatornájában a toxin igen 

nagy koncentrációban halmozódhat fel. Az OA tehetQ felelQssé a profúz hasmenéssel járó, 

tenger gyümölcsei által okozott ételmérgezés tüneteiért is. Ilyenkor az OA átmenetileg 

gátolja a bél-simaizomzat kontraktilis fehérjéinek defoszforilációs mechanizmusait és ez 

váltja ki a tünetcsoportot (Biajolan és Takai, 1988). 

A fontosabb foszfo-Ser/Thr-specifikus PPk közül a PP1, PP2B, PP2C aktivitását az 

OA csak magas, 0,1 oM feletti koncentrációkban gátolja. A PP2A, valamint az új típusú 

PPk közé tartozó PP4 és PP5 aktivitását azonban már nanomol koncentrációjú OA gátolja, 

ezen enzimek félmaximális gátlásához 1-10 nM OA-ra van szükség (Scheppek és mtsai, 

1997). Az OA alkalmazásával viszonylag megbízhatóan elkülöníthetjük a PP2A-hoz 

rendelhetQ defoszforilációs mechanizmusokat a többi fontosabb foszfo-Ser/Thr-specifikus  

foszfatáz által katalizált folyamatoktól, azonban nem tudjuk ezzel a módszerrel az új típusú 

PP aktivitásokat elkülöníteni a ténylegesen a PP2A által katalizált folyamatoktól. Mai 
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ismereteink szerint az OA közvetlenül nem gátolja más típusú enzimek (pl. protein 

kinázok) aktivitását (Biajolan és Takai, 1988, Davies és mtsai, 2000). Az OA sejttípustól 

függQen módosíthatja a különbözQ citoszkeletális elemek szerkezetét (Lin és Arndt, 1995; 

Maier és mtsai, 1995; Menzel és mtsai, 1995). Ugyanakkor számos közlemény 

hangsúlyozza az OA tumorpromoter szerepét is (Haystead és mtsai, 1989; Cohen és mtsai, 

1990). MegfelelQ ideig és megfelelQ koncentrációban alkalmazva azonban az OA kezelést, 

nagyon hatékony eszköz birtokába juthatunk, melynek segítségével a PP2A celluláris 

folyamatokban vitt szerepét tanulmányozhatjuk. 

A foszfatáz inhibítorok mellett jóval nagyobb számú a különbözQ kinázokat, sQt, 

azok izoenzimjeit specifikusan gátló kináz-inhibítort ismerünk. A foszfatázok és kinázok 

aktivitásának gátlása különbözQ specificitású inhibítorokkal új lehetQség ezen enzimek 

funkcióinak és egymással, illetve a szubsztrátokkal való kölcsönhatásaiknak, 

sejtpermeábilis inhibítorok esetén pedig a különbözQ sejtfunkciókban való résztvételüknek 

a megvilágítására. A kinázok és foszfatázok esszenciális szerepére utal inhibítoraik 

erQteljes citotoxikus hatása, óvatos és körültekintQ alkalmazásuk azonban értékes 

eredményekkel segíti a fehérjefoszforilációs mechanizmusok jobb megértését (MacKintosh 

és MacKintosh, 1994). Mivel az inhibítorok alkalmazása során a gátolt enzim(ek) 

valamennyi szubsztrátjának változik a foszforiláltsági állapota, ezért az eredmények 

interpretálása, a targetszubsztrátok természetének meghatározására irányuló találgatások 

visszafogottságot igényelnek.  

 

1.9. Ser/Thr-specifikus foszforiláció jelentWsége a porcdifferen-

ciációban 

A fentebb említett Ser/Thr-specifikus kinázok közül több részvétele is jól ismert a 

porcdifferenciáció befolyásolásában, úgymint PKA (Leonard és Newman, 1987; Zhang és 

mtsai, 1996; Lee és Chuong, 1997), egyes PKC izoenzimek (Sonn és Solursh, 1993; Choi 

és mtsai, 1995), a TGFd-receptor szupercsaládba tartozó receptor Ser/Thr kinázok (Kulyk 

és mtsai, 1989; Leonard és mtsai, 1991), valamint a különbözQ MAP-kinázok (Chang és 

mtsai, 1998 ; Oh és mtsai, 2000).  

A porcdifferenciáció korai szakaszában zajló mezenchimális kondenzáció során a 

TGFd szupercsalád tagjai által iniciált jelátviteli folyamatok jelentQsége közismert. 

Aktivin, BMP-2 és TGFd egyaránt befolyásolják mind az N-CAM, mind a fibronektin, 

valamint a fibronektin-kötQ integrin típus expresszióját (Hall és Myake, 1995). A 
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porcdifferenciáció során jelentQs szerepe van a cAMP által mediált jelátviteli folyamatnak, 

melynek során PKA foszforilálhat különbözQ szubsztrátokat, például a CREB-család 

transzkripciós faktorait (CREB, CREM és ATF-1; Long és mtsai, 2001) vagy a SOX9 

fehérjét (Healy és mtsai, 1999; de Crombrugghe és mtsai, 2000). A CREB 

foszforilációjához vezetQ jelátviteli mechanizmus nem csupán a cAMP, hanem a BMP-2 

által iniciált jelátviteli folyamat is lehet (Lee és Chuong 1997). A SOX9 

foszforilálódásához vezetQ cAMP útvonal trigger molekulája feltehetQleg a parathormon-

szer_ fehérje (parathormon-related peptide; PTHrP; de Crombrugghe és mtsai, 2000). A 

foszforilációval aktivált SOX9 transzkripciós faktor serkenti a II. típusú kollagén és az 

aggrekán tengelyfehérje expresszióját (de Crombrugghe és mtsai, 2000, Sekiya és mtsai, 

2000). Az intracelluláris Ca2+-szint emelkedése által elindított és a PKC aktiválódásával 

járó jelátviteli folyamat targetmolekulája is lehet a CREB-család tagja (Xie és Rothstein, 

1995). Az is ismert, hogy a PKC aktivitás gátlása a porcdifferenciáció gátlásához vezet 

(Sonn és Solursh, 1993). Arra nézve azonban nincsenek adatok, hogy a PKC foszforilálja-e 

a CREB-et vagy esetleg a SOX9-et a porcdifferenciáció során. Mindezek mellett fontos 

hangsúlyozni, hogy a PKA és PKC aktivitását jelentQs mértékben befolyásolja maguknak 

az enzimeknek a foszforiláltsági állapota. A defoszforilált enzimek aktivitása fokozódik és 

mindkét foszfo-enzim szubsztrátja a PP2A-nak (Millward és mtsai, 1999). 
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2. CÉLKITdZÉSEK 

 

Az ízületi porc megbetegedései vagy a végtagok vázának fejlQdési rendellenességei 

az életminQséget súlyosan rontó, gyakran fájdalmas elváltozások. Az ízületi porcot alkotó 

hialinporc szerkezetének és kialakulásának jobb megértése, illetve a végtagok csontos 

vázának templátjául szolgáló porctelepek létrejöttét szabályozó molekuláris 

mechanizmusok feltárása elQremozdíthatják ezeknek a megbetegedéseknek a jövQbeni jobb 

gyógyíthatóságát. 

Nagy számú irodalmi adat igazolja a porcdifferenciációt reguláló protein 

foszforilációs mechanizmusok fontosságát. Számos protein kináz szerepét bizonyították a 

kondrogenezis szabályozásában. Arról is vannak részleges információink, hogy ezek a 

kinázok milyen szubsztrátokon keresztül fejtik ki hatásaikat és azt is tudjuk, hogy közöttük 

számos transzkripciós faktor is szerepel. A fehérje foszforilációt reverzibilissé tevQ protein 

foszfatázoknak a porckialakulás szabályozásában vitt szerepérQl azonban nem 

rendelkezünk adattal. Ezért kísérleteink céljául t_ztük ki: 

 

¬"megvizsgálni a fontosabb celluláris foszfo-Ser/Thr-specifikus foszfatázok (PP1 és 

PP2A) aktivitásának változásait a porcdifferenciáció során; 

¬"specifikus foszfatáz-inhibitor(ok) alkalmazásával felderíteni a porcdifferenciációval 

változó aktivitást mutató foszfatáz gátlásának hatását a differenciálódó sejtek egyes 

funkcióira, illetve a porcdifferenciáció folyamatára; 

¬"összefüggést keresni a foszforilációs és defoszforilációs szabályozó mechanizmusok 

között közös szubsztrátmolekulák azonosításával. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 
3.1. Sejttenyésztés 

A porcosodó „micromass” mezenchimális sejtkultúrák, más néven high density 

(HD)-kultúrák alkalmazása a porcdifferenciáció tanulmányozására évtizedek óta ismert 

módszer. A porcosodó mezenchimális sejteket Arbor Acres, illetve Ross és Hybro fajtájú 

(valamennyi fehér húshibrid) csirkeembriók distális végtagtelepeibQl izoláltuk. Mivel a 

kontroll tenyészetekben különbségek nem adódtak, ezért az embriók eltérQ fajtáit nem 

tartottuk a kísérletek egyébként standard körülményeit zavaró tényezQnek. A kísérletekhez 

használt embriók Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es stádiumú fejlettség_ek voltak. 

A protokollon (Ahrens és mtsai, 1977; Hadházy és mtsai, 1982) / melyet az irodalomban 

is kisebb-nagyobb módosításokkal alkalmaznak / saját kísérleteink igényeit figyelembe 

véve néhány változtatást hajtottunk végre. 

Az eredeti leírás szerinti 20 x 106 sejt/ml s_r_ség_ szuszpenziók helyett mi 15 x 106 

sejt/ml s_r_ség_eket használtunk és 5 egyenként 10-10 ol-es csepp helyett egyetlen 100 ol-

es cseppet cseppentettünk egy m_anyag fedQlemezre (Nunc, Roskilde, Dánia). A 

fedQlemezeket tartalmazó m_anyag Petri-csészéket 37oC-on, 5 % CO2 és 95 % relatív 

páratartalom mellett termosztálva, a sejteket 2 órán át hagytuk kitapadni, majd 10 % fetális 

borjúszérummal kiegészített, antibiotikumokat és antimikotikumot tartalmazó Ham’s F12 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) táptalajjal tápláltuk. A táptalajt (amennyiben a kísérlet 

menete másképp nem diktálta) másnaponta cseréltük. A kicseppentés napját a tenyésztés 0. 

napjának számítjuk. 

 

3.2. Protein foszfatáz aktivitás gátlása okadainsavval 

Az okadainsavat (OA) (GIBCO, Gaithersburg, MD, USA) DMSO-val hígítva -20 

oC-on tároltuk felhasználásáig. Az OA-t a tenyésztQ médiumhoz kevertük a megfelelQ 

koncentráció eléréséhez szükséges mennyiségekben. A kultúrák OA-kezelése többféle 

módon történt. 

1. A kultúrákhoz 5, 10 és 20 nM OA-t adtunk a tenyésztés 2. és 3. napján 4 óra 

idQtartamig (a behatási idQ leteltével normál táptalajra cseréltük a médiumot). 

2. Néhány esetben 50 és 100 nM OA-t adtunk hasonló intermittáló módon. 

3. Más tenyészeteket az elsQ vagy a második tenyésztési naptól kezdve folyamatosan 2, 4, 

6, 8, 10 és 20 nM OA-val kezeltünk a tenyésztés befejezését jelentQ 6. napig. 
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A kísérletek kezdete során egyes kultúrákat a hígított OA-k oldószerének (DMSO) 

megfelelQ koncentrációival kezeltünk. Mivel a DMSO-t kapott és a kezeletlen kontrol 

kultúrák között nem tapasztaltunk eltérést, ezért a késQbbiek során csak kezeletlen 

kontrollokat alkalmaztunk. 

 

3.3. Protein kináz A gátlása H89 inhibítorral 

A PKA jelátviteli útnak a porcdifferenciáció szabályozásában játszott szerepét egy 

sejtpermeábilis kináz inhibitornak, a H89-nek a tenyésztQmédiumhoz való adásával 

tanulmányoztuk. A H89-et (Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA) DMSO-ban feloldva, 

10 mM törzsoldatként -20 oC-on tároltuk felhasználásáig. A kultúrákat a tenyésztés elsQ 

napjától négy kísérleti csoport kialakításával kezeltük 20 oM H89-cel: 

1. kezeletlen kontroll  

2. 20 nM OA-kezelés a 2. és 3. tenyésztési napokon  

3. folyamatos H89-kezelés az elsQ naptól 

4. folyamatos H89-kezelés az elsQ naptól kombinálva 20 nM OA-kezelés a 2. és 3. 

tenyésztési napokon. 

 

3.4. Fénymikroszkópos szerkezet vizsgálata és képanalízis 

A kezelt és kezeltelen HD-kultúrákat a tenyésztés befejezését jelentQ 6. napon 40 % 

formaldehid és abszolut alkohol 4:1 arányú keverékével fixáltuk. A kultúrákat 

dimetilmetilénkék (DMMK; Aldrich, Steinheim, Germany) 3 %-os ecetsavban oldott 0,1 

%-os oldatával 5 percig festettük, 3 %-os ecetsavval mostuk, majd gumiarábikummal 

lefedtük (Módis, 1991). Magas PG-tartalmánál fogva a porcmatrix erQs, vörös 

metakromatikus színben látszik az alacsony pH-n történQ DMMK festést követQen, míg az 

ortokromatikus kék festQdés elhanyagolható ilyen körülmények között. A kultúrák 

fénymikroszkópos szerkezetét 0,1 % -os vizes DMMK festés után vizsgáltuk. 

A porccsomók nagyságát kompjuteres képanalízis segítségével hasonlítottuk össze 

a különbözQ kísérleti csoportok között. A képanalízishez Hitachi HV-C20 videokamerát, 

Leitz Diaplan mikroszkópot és IMAN 1.4 (KFKI, Budapest, Magyarország) szoftvert 

használtunk. A különbözQ kísérleti csoportokhoz tartozó, 25-25, illetve 10-10 kultúra 

közepének 6,8x106 om2–es részletében hasonlítottuk össze a porccal fedett területek 

átlagos nagyságát. Az adatok statisztikai analízisét ambiguity-próbával végeztük el 

(Bartels, 1979; Módis, 1991). 
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3.5. Aktin mikrofilamentumok jelölése TRITC-falloidinnel 

A kultúrákat PBS-sel kétszer mostuk, majd -20oC-ra h_tött acetonban 20 percig 

fixáltuk. A fixálást követQen szobahQmérséklet_ PBS-es mosással tártuk fel a sejteket. Az 

aktin filamentumokat 0,2 og/ml PBS-ben oldott phalloidin-TRITC (Sigma) 1 órás nedves 

kamrában történt alkalmazásával mutattuk ki. Ismételt PBS-es mosásokat követQen a 

kultúrákat Mowiol 40-80-nal (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) fedtük le, majd Zeiss 

LSM 400 lézer konfokális mikroszkóppal, x40 NA plan neofluar objektívvel, 543 nm 

HeNe laserrel gerjesztve, LP 570-es emissziós filtert alkalmazva vizsgáltuk. A képeket 

LSM 3.8 alapprogram és szoftvercsomag segítségével állítottuk elQ. 

 

3.6. Elektronmikroszkópos morfológiai vizsgálatok 

A különbözQ beavatkozásoknak a sejtek szerkezetére, illetve a porc extracelluláris 

matrixának morfológiájára gyakorolt hatásait 6 napos kezelt és kezeletlen kontroll kultúrák 

porcos részleteinek elektronmikroszkópos összehasonlításával elemeztük. A sejtek 

szerkezetének vizsgálatára 0,02 M PBS-sel való mosást követQ, PBS-ben oldott 2,5 % 

glutáraldehides fixálás (Merck, Darmstadt, Germany) 4oC-on egy éjszakán át tartó 

alkalmazása után került sor. 

Az ECM PG-jait a következQ protokoll szerint vizsgáltuk: a kultúrákat kétszer 

átmostuk PBS-sel, majd 10 perces 2,5 %-os glutáraldehides elQfixálást követQen a 

fedQlemezrQl leválasztott kultúrákon en bloc festést alkalmaztunk. 0,05 M nátrium-acetát 

pufferben (pH 5,8) oldott 2,5% glutáraldehid, 0,5 % kuprolinkék (CB; BDH Chemicals, 

Poole, England) és 0,3 M MgCl2 keverékével (módosítva van Kuppevelt és mtsai 1985-ben 

leírt módszerét), egy éjszakán át, 4 oC-on festettünk. A kultúrákat PBS-sel alaposan 

kimosva 1 órára 0,5 % -os vizes nátrium-wolframát oldatba tettük. Ezt követQen mindkét 

fixálási módszerrel készült minták központi, porcos részének kb. 1 mm x 2 mm-es 

darabkáit dehidráltuk és Durcupan ACM-be (Fluka, Buchs, Svájc) ágyaztuk be. A vékony 

metszeteket slot gridekre téve, a CB nélkül fixált mintákon ólom-citrát és uranil-acetát 

utókontrasztozást végeztünk. A metszeteket a Japán-Magyar Elektronmikroszkópos 

Központ JEOL transzmissziós elektronmikroszkópjával vizsgáltuk. 
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3.7. Kollagén- és proteoglikán minták preparálása 

Nyolc napos tenyésztést követQen a kezelt és kezeletlen kultúrákat a fedQlemezrQl 

leválasztottuk, folyékony nitrogénben homogenizáltuk és az oldódó fehérjéket 4 M 

guanidin-HCl-dal (Reanal, Budapest, Hungary), proteázgátlók jelenlétében +4 oC-on, 48 

óráig extraháltuk (Glant és mtsai 1986). Az extrakciót követQen a mintákat centrifugáltuk, 

a felülúszókat erQteljesen dializáltuk desztillált víz ellenében, majd fagyasztva szárítottuk. 

A kollagéneket kinyerendQ a pelleteket 0,5 M ecetsavban mostuk és 48 órán át pepsinnel 

(Sigma) emésztettük. A felülúszókat tovább tisztítottuk DEAE-Sepharose CL-6B 

oszlopokon (Pharmacia, Uppsala, Svédország), 0,1 M ecetsavas dialízis után fagyasztva 

szárítottuk majd valamennyi minta fehérje és uronsav tartalmát megmértük (Cs-Szabó és 

mtsai, 1995). 

 

3.8. Agaróz-poliakrilamid kompozit és SDS-poliakrilamid 

gélek, Western blotok  

A porckivonatokat nagy pórusméret_ agaróz-poliakrilamid kompozit géleken 

elemeztük (Cs-Szabó és mtsai, 1995). A géleket toludinkékkel festettük meg, hogy a PG-

kat láthatóvá tegyük. A pepszin-emésztett mintákat 10 % poliakrilamid minigéleken, 

redukált körülmények között szeparáltuk (Laemmli, 1970). A fehérjéket elektroforetikus 

úton, TRIS/glicin pufferben (pH 8,6) 80 V feszültséggel 1 óra alatt nitrocellulóz 

membránra (Millipore, Bedford, USA) vittük át. A nitrocellulóz membránokat 5 %, 20 mM 

TRIS pufferben (pH 7,6) oldott BSA-nal, 137 mM NaCl jelenlétében, szobahQmérsékleten, 

2 órán át kezeltük, majd csirke I., valamint II. típusú kollagén ellen termeltetett 

poliklonális antitestekkel (Biodesign, Kennebuck, USA) egy éjszakán át reagáltattuk. Az 

antitestek az adott kollagéntípusra nagymértékben specifikusak, egymás antigénjeivel nem 

keresztreagálnak. A géleket erQteljesen átmostuk TWB-TWEEN-ben, majd az elsQ 

antitestet tormaperoxidázzal konjugált nyúl Ig ellenes második antitest (DAKO, Glostrup, 

Dánia) szobahQn 2 órán át tartó alkalmazásával mutattuk ki. A kollagénspecifikus 

csíkokhoz bekötQdött antitest-komplexeket H2O2 szubsztráttal és diamino-benzidin 

kromogénnel tettük láthatóvá. Mivel a HD-kultúrák nem csak porcsejteket, hanem 

elsQsorban a kolóniák perifériáján, mezenchimális sejteket és fibroblasztokat is 

tartalmaznak, az I. típusú kollagén jelenlétének kimutatásával arra a tényre kívántunk 

rámutatni, hogy az általunk végzett kísérletek nem befolyásolják károsan a kultúrákat 

normálisan is alkotó egyéb sejtek jellemzQ bioszintetikus aktivitását sem. 
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3.9. Enzimaktivitás mérések 

A kezeletlen kontroll sejtekben mérhetQ PP2A enzimaktivitásokat 1, 2, 3, 4 és 6 

napos korban, a fedQlemezekrQl mechanikus úton (m_anyag sejtkaparó lapáttal) eltávolított 

kultúrák homogenizátumában vizsgáltuk. Az eltávolítás elQtt és után a kultúrákat 

fiziológiás NaCl oldatban mostuk, centrifugáltuk (1200 rpm, 4oC, 5 perc), majd Eppendorf 

csövenként 3-4 kultúrát, 100 ol proteázgátlókat tartalmazó homogenizáló pufferbe (50 mM 

TRIS pH 7,5, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidin, 50 mM d-merkaptoetanol) 

tettük. A mintákat felhasználásig -70 oC-on tároltuk. Kiolvasztás után a kultúrákat 

homogenizálás és a sejtek feltárása végett szonikáltuk (Branson Sonifier, Danbury, USA; 

pulzáló, 60 ciklus, 2 perc), majd centrifugáltuk (10000 rpm, 4 oC, 15 perc). A felülúszóból 

vett mintákon 32P-jelzett foszforilázzal (10 oM) foszfatáz aktivitásméréseket végeztünk, 

ahol egy egység proteinfoszfatáz 1omol Pi–t szabadít fel a foszfoszubsztrátból. Az 

aktivitásmérések részletes leírása Murányi és mtsai 1998-ban megjelent közleményében 

található.  

A PKA aktivitás mérése 32P-nak ]i-32P_ATP-bQl (Amersham Pharmacia, Biotech, 

UK) hiszton IIA szubsztrátba (Sigma, St. Louis, MO, USA) való beépülésének 

detektálásával történt (Corbin, 1974). Az aktivitásmérésekhez a mintákat ugyanúgy 

preparáltuk, mint a foszfatáz-assay-k esetében tettük azt. 

 

3.10. PKA -katalitikus alegység, valamint CREB és P-CREB 

mennyiségének vizsgálata immunoblottal 

A 100 ol lízis-pufferben felvett mintákhoz 1/5 rész 5x-ös töménység_ 

elektroforézis mintapuffert ( 310 mM TRIS pH 6,8, 10% SDS, 50 % glicerol, 100 mM 

DDT, 0,01% bróm-fenolkék) adtunk és 10 percig forraltuk. A minták szeparálása (10 % 

SDS-PAGE) után 17 órán át, 25V feszültséggel átvittük azokat nitrocellulóz membránra. A 

membránt PBS-ben oldott 5 % zsírmentes tejpor és 0,1 % Tween keverékével blokkoltuk, 

majd a PKA c-katalitikus alegység N-terminálisának 7-21 aminosavmaradéka ellen 

termeltetett antitestnek (Calbiochem, San Diego, CA, USA) az 1:1000 hígításával 

reagáltattuk. Második antitestként tormaperoxidázzal konjugált, kecskében termeltetett 

nyúl IgG-ellenes antitestet (1:5000) alkalmaztunk. A jeleket kemilumineszcenciás 

módszerrel tettük láthatóvá (Amersham Pharmacia Biotech, UK). A CREB és P-CREB 
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vizsgálata a fentebb leírtakkal megegyezQ módon elQkészített mintákból, azonos 

módszerrel, az alábbi elsQ antitestek felhasználásával történt: peptidszekvencia ellen 

termeltetett anti-CREB és anti P-CREB antitestek, 1:1000-es hígításban (Upstate, Lake 

Placid, NY, USA). 

 

3.11. A sejtproliferáció vizsgálata 3H-timidin-beépülés 

mérésével, valamint BrdUrd-inkorporáció változásainak 

vizsgálatával 

A tenyésztéshez használt sejtszuszpenzió 15 ol-es cseppjeit 96 lyukú mikrotiter 

plate-ek lyukaiba cseppentettük és ugyanolyan kísérleti körülmények között tenyésztettük, 

mint a Petri csészékben növQ kultúrákat. A 2. tenyésztési napon, a második OA kezelést 

követQen 1 oCi/ml 3H-timidint (törzsoldat: metil-3H-timidin, 37 MBq , 1 mCi/ml 185 GBq; 

Amersham, Little Chalfont, UK) adtunk minden egyes kultúra tápfolyadékához 16 órán át. 

A médium eltávolítása után néhány órán át normál táptalajban tartottuk a kultúrákat, hogy 

az esetleg aspecifikusan bekötQdQ radioaktív anyag kimosódjon. Ezt követQen PBS-sel 

kétszer átmostuk a kultúrákat, majd 5 % triklórecetsav 20 perces alkalmazásával kicsaptuk 

a szolubilis fehérjéket, kalcium/magnézium-mentes PBS (CMF-PBS)-es öblítéseket 

követQen a tenyészetek sejtjeit CMF-PBS-ben oldott 0,25 % tripszinnel emésztettük 

(1:250, Sigma) (37oC, 10 perc), végül félautomata sejt-harvesterrel (Skatron, Lier, 

Norvégia) szüreteltük. A sejteket szcintillációs filterpapírra szárítottuk rá, majd a 

szcintillációs folyadék hozzáadása után a radioaktivitást béta-számlálóval (Pharmacia, 

Uppsala, Svédország) mértük. Ugyanilyen módon vizsgáltuk a sejtek proliferációjának 

változásait 3 és 6 napos kezelt és kezeletlen kultúrákban. A mérési adatok statisztikai 

elemzését F-próbával végeztük. 

A proliferáció BrdUrd beépüléssel történt vizsgálatát Balázs és mtsai (1991) módszere 

szerint végeztük. A véletlenszer_en kiválasztott 2, 3, és 6 napos OA-kezelt és kezeletlen 

kontroll kultúrák médiumához 20 oM BrdUrd-t (Sigma) adtunk 1 órán át, majd a 

kultúrákat CMF-PBS-sel mostuk. A kolóniákat 0,15 % EDTA és 0,25 % tripszin 

keverékével 10 percig, majd 5x106 E/mg pronázzal (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) 55 

percig emésztettük, centrifugáltuk, CMF-PBS-sel mostuk és ismételt centrifugálás, 

reszuszpendálás után CMF-PBS-ben oldott, elQh_tött 70 %-os etanollal fixáltuk, 4 oC-on 

tároltuk. A fixált sejteket Cytospin-3 centrifugával (Shandon, Astmoor, UK) szélesztettük 

tárgylemezre, majd levegQn kiszárítottuk. A sejteket 2,5 M HCl és 0.5 % Triton-X 100 



 

 

 

26

PBS-ben oldott keverékével 10 percig denaturáltuk és permeabilizáltuk, majd 

monoklonális anti-BrdUrd antitesttel (Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA; 1:50) 1 

órán át reagáltattuk. PBS-sel való mosás után második antitestként anti-mouse IgG- FITC 

(Sigma; 1:500, 30 perc) jelölést alkalmaztunk, a sejtmagokat propidium-jodiddal (Vector, 

Burlingame, CA, USA) megfestettük és a BrdUrd pozitív sejtek arányát számoltuk a teljes 

sejtmag-festett sejtszámhoz viszonyítva. Mivel a sejtproliferáció változásainak tendenciái 

mindkét módszerrel azonosnak bizonyultak, ezért a H89-kezeléssel kombinált 

kísérletsorozat esetében már csak a timidinbeépülés változásait vizsgáltuk. 
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4. EREDMÉNYEK 

 

4.1. Fénymikroszkópos morfológia az OA-kezelések után 

Ismert, hogy a HD-kultúrákban növekvQ sejtek túlnyomó többsége olyan 

mezenchimális sejt, melyek több lépéses differenciációs folyamat során, a tenyésztés 

második és harmadik napján porcsejtekké alakulnak. A metakromáziás porcmatrix 

megjelenése a harmadik tenyésztési nap végétQl látható. A kolóniákban nem túl nagy 

számban ugyan, de mioid és epiteliális sejtek is jelen vannak, valamint a kultúrák központi, 

porcosodó részét mindig körülveszi egy változó kiterjedés_, nyúlványos 

mezenchimális/fibroblaszt típusú sejtekbQl álló „gallér”. 

 
4.1. táblázat 

 

 
 

Kísérleti csoportok 
n = 25 minden 

csoportban 

 

Átlagos 
metakromáziás terület 

(µm2) 

 

 
 

SD 

 
 
Relatív átlagos terület 

(%) 

kontroll 1664927 382933 (23 %) 100 

5 nM OA 2006462* 280904 (14 %) 120 

10 nM OA 2239856** 425572 (19 %) 134 

20 nM OA 3579721*** 680146 (19 %) 215 

 
   *A = 0,790 (kis különbözQség) 
 **A = 0,624 (lényeges különbözQség) 
***A = 0,08 (teljes elkülönülés) 
 
 
4.1. táblázat. A metakromáziás porcterületek nagyságának változásai az alkalmazott OA-
koncentrációk függvényében 
A metakromáziásan festQdQ porcmatrixszal fedett területek nagyságát 6 napos high density 
kultúrákban 6,8x106 om2 nagyságú központi területekben mértük savas DMMK festést 
követQen. Az adatokat hisztogramokon ábrázoltuk és ambiguity próbával (Bartels, 1979; 
Módis, 1991) értékeltük. Ezt a próbát alkalmazva, egy ún. ambiguity értéket (A) 
számolunk, melynek értéke 1,0 (nincs különbség) és 0 (teljes elkülönülés) között változhat. 
Ha A > 0,7, a két adathalmaz között szignifikáns eltérés van. 
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A DMMK-festést követQen metakromáziásan festQdQ, porcnak megfelelQ területek 

nagyságának mérésével nyert eredményeink egyértelm_en igazolják, hogy az OA 

koncentráció-függQ módon serkentette a HD-kultúrákban a porcképzQdést. A második és 

harmadik tenyésztési napon alkalmazott 5 nM OA 20 %-os, nem szignifikáns porcterület-

növekedést okozott. Amennyiben 10, illetve 20 nM koncentrációkban adtuk az OA-t 34, 

illetve 115 %-os szignifikáns mérték_ porcterület-növekedést mértünk (4.1. táblázat). 

Az OA kezeléseket követQen a tenyésztés végére kialakuló porccsomók, valamint a 

kultúrák egyéb részleteinek fénymikroszkópos morfológiája, amint azt vizes DMMK 

festést után láttuk, megegyezQ volt a kezeletlen kontroll kultúrákban növekvQ kolóniák 

felépítésével.  

Az OA-kezelések idQpontjának kiválasztása kritikus volt a kísérletek 

eredményessége szempontjából. Valamennyi sejtet elveszítettük, ha az OA adását a 

sejtszuszpenziók kicseppentését követQen, a 0. napon megkezdtük és a sejtek többsége 

felvált, ha az elsQ OA-kezelést az 1. tenyésztési napon hajtottuk végre. Ha az OA adását a 

negyedik tenyésztési napon vagy annál késQbb kezdtük, a porcképzQdés mértéke 

gyakorlatilag változatlan maradt. A nyúlványos mezenchimális sejtek 10 nM és 20 nM OA 

adását követQen egyaránt nagyszámban kerekedtek le. Az OA magasabb koncentrációkban 

(50 és 100 nM) való alkalmazása / feltehetQen a szer toxicitása miatt / a kultúrák 

felválását és degenerációját okozta. Alacsonyabb OA-koncentrációk (4, 6, 8 és 10 nM) 

folyamatos alkalmazása mellett a kultúrák részben vagy teljesen leváltak a festési eljárás 

során a fedQlemezrQl, így ezeknek a kísérleteknek az eredményeit nem lehetett mérésekkel 

dokumentálni, bár a porcosodás dózis-függQ, a koncentráció emelkedésével egyre erQsödQ 

serkentése nyomon követhetQ volt. Az OA 2 nM-os koncentrációban való adásának (ez a 

PP2A aktivitás félmaximális gátlásának megfelelQ koncentráció!) látható hatása nem volt. 

Ez arra utal, hogy az OA intracelluláris koncentrációja feltehetQleg alacsonyabb, mint a 

tenyésztQ médiumban mérhetQ koncentrációk, a sejtpermeabilitás nem kielégítQ volta 

miatt. 
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4.1. ábra. Lézer konfokális mikroszkóppal készült mikrofotók TRITC-falloidinnel jelölt, 3 
napos HD-kultúrákról 
A kezeletlen kontroll kultúrákban megtartott aktinfilamentum rendszer ábrázolódik (a), 20 
nM OA adását követQen az aktin filamentumok számos sejtben széttöredeztek és a 
sejtmembrán alatti nem filamentózus elrendezQdés_ aktin látható, az ilyen változást 
szenvedett sejtek lekerekedtek (b). A skála 25 om-t jelképez. 
 

 

Mint azt TRITC-phalloidin jelölést követQen konfokális mikroszkóppal vizsgálódva 

láthattuk, a sejtek lekerekedését az aktin filamentumok széttöredezése és az aktin 

sejtmembrán alatt való tömörülése okozta (4.1. ábra). A folyamat reverzibilisnek bizonyult, 

az aktin filamentózus szervezQdése az OA eltávolítását követQen néhány órán belül 

visszaállt. 

Az elektronmikroszkópos felvételek tanubizonysága szerint, az OA-kezelést 

követQen kialakult porccsomókban a sejtek nagymértékben hasonlítanak a kezeletlen 

kolóniák porcsejtjeihez, az egyetlen különbség a kissé tágultabb endoplazmatikus 

retikulum ciszternák nagyobb számú jelenléte (4.2. ábra a és b rész). 

 

4.2. A porcmatrix elektronmikroszkópos morfológiai és 

biokémiai elemzése 

A kultúrák porcmatrixának elektronmikroszkópos elemzése során mind a 

kezeletlen, mind a 20 nM OA-val kezelt kolóniákban vékony kollagénfilamentumok által 

kialakított rosthálózat volt látható (4.2. ábra a és b rész). A PG molekulákat szelektíven 

kimutató körülmények között alkalmazott kuprolinkék festéssel egyértelm_en látható volt, 

hogy a kezeletlen és az OA-kezelt kultúrák porcmatrixában a PG-k alakja, eloszlása akár a 
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pericelluláris, akár a sejtektQl távolabbi matrix-részleteket vizsgáltuk, nem mutatott 

lényeges eltérést (4.2. ábra c és d rész). 

 

 

 

 

4.2. ábra. Elektronmikroszkópos felvételek 6 napos HD-kultúrákról 
A kezeletlen kontroll (a) és a 20 nM OA-val kezelt (b) kultúrákban található 
kondrociták morfológiája erQteljes hasonlóságot mutat. Mindkét kísérleti
csoportban található sejtek nagyfokú bioszintetikus aktivitására utalnak a 
tágult endoplazmatikus ciszternák (,). Finom kollagén filamentumok 
(nyílhegyek) találhatóak a sejtek körüli ECM-ban.  
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 En bloc CB-festéssel mutattuk ki a kultúrák ECM-ban található PG-kat 
(nyílhegyek), melyeknek mérete és alakja azonos volt a kezeletlen (c) és a 
20 nM OA-val kezelt (d) tenyészetek ECM-ban.  
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A biokémiai elemzések során azt tapasztaltuk, hogy a 20 nM OA-val kezelt 

kultúrák nedves súlya lényegesen nagyobb volt, mint a kezeletlen kontrolloké, de az 

egységnyi (1 mg) tömeg_ fagyasztva-szárított tenyészetekben mért fehérje- és uronsav-

tartalom megközelítQleg azonos értékeket mutatott. A PG-k méretbeli megoszlása és a 

különbözQ molekulatömeg_ PG-k aránya ugyanolyan volt a kezeletlen és a kezelt 

kultúrákban, amint a kompozit gélekben látható sávok mutatják (4.3. ábra). Ezen belül, a 

legnagyobb mennyiségben izolált PG molekula mind a kezelt, mind a kezeletlen 

kultúrákban az aggrekánnak megfelelQ molekulatömeggel rendelkezett. 

 

4.3. ábra. A kultúrák ECM-nak PG összetétele gélelektroforézissel vizsgálva 
A 8 napos kultúrák homogenizátumát 4 M-os guanidium HCl-dal extraháltuk és 
poliakrilamid kompozit gélekre töltve, toluidinkék festéssel mutattuk ki a különbözQ 
molekulatömeg_ PG molekulákat. A kezeletlen kontroll és a 20 nM OA-val kezelt kultúrák 
PG összetétele teljesen hasonló mintázatot mutat, egyaránt megtalálhatók a hialuronsav-
aggrekán aggregátumok (felsQ sáv), aggrekán monomerek (középsQ sáv), valamint a kis 
molekulatömeg_ PG-k (alsó sáv). 

kontroll OA

PG-aggregátum

PG-monomer

aggrekán

kis PGk

kontroll OA

PG-aggregátum

PG-monomer

aggrekán

kis PGk
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4.4. ábra. A kultúrák ECM-ban jelenlévQ fQbb kollagén típusok elemzése immunoblottal. 
A 8 napos kultúrák homogenizátumát pepsinnel emésztettük, majd az Anyag és Módszer 
fejezetben leírtak szerint immunoblottoltuk. A membránokon egyetlen sáv volt látható, 
mely megfelel az I. illetve II. típusú kollagének kb. 100 kD-os molekulatömeg_ c 
láncainak. 
 

 

A kultúrák matrixában jelenlevQ kollagének típusmegoszlása azonos volt mindkét 

kísérleti csoportban (4.4. ábra). Az OA kezelést követQen csökkent mennyiségben 

izoláltunk I. típusú kollagént a kultúrák matrixából, ami annak a következménye, hogy az 

OA-kezelt kolóniák perifériáján kevesebb mezenchimális sejt található, mint a kezeletlen 

kontroll kultúrákban. A pepszinnel oldott mintákban csupán egy, 100 kDa molekulatömeg_ 

fehérjesáv festQdik, ami az I. és II. típusú kollagének c láncának felel meg. 

 

4.3. Protein foszfatáz aktivitásmérések a HD-kultúrák 

homogenizátumainak felülúszóiban  

A HD-kultúrák homogenizátumainak felülúszóiban mértük a protein foszfatáz 

enzim-aktivitásokat. A különbözQ OA koncentrációk mellett detektált foszfatáz aktivitások 

kontroll OA

I. koll. 

kontrollOA

II. koll. 

97 kDa

kontroll OA

I. koll. 

kontrollOA

II. koll. 

97 kDa

kontroll OA

I. koll. 

kontrollOA

II. koll. 
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szignifikáns csökkenést mutattak már 2 nM OA jelenlététQl kezdve, mely tény 

egyértelm_en bizonyítja, hogy az így mért enzim-aktivitás PP2A katalitikus 

tevékenységének az eredménye. Mivel 10 oM OA teljesen gátolta a foszfatáz aktivitást a 

homogenizátumokban, ezért arra következtettünk, hogy a HD-kultúrákban jelen lévQ 

foszfatáz aktivitás a PP2A és a PP1 katalitikus m_ködésének a következménye. A 

kolóniákban a PP1 aktivitását inhibitor-2 jelenlétével szelektíven gátoltuk, majd így 

mértük a PP2A aktivitását. 

 

4.5. ábra. A PP2A aktivitás változása az alkalmazott OA-koncentráció függvényében 
A második és harmadik tenyésztési napokon 4-4 óráig alkalmazott 5, 10 és 20 nM OA-
kezelés hatására csökkent a kultúrák homogenizátumainak felülúszóiban mérhetQ PP2A 
aktivitás. A kezeletlen kontrollhoz képest (0-val jelölt oszlop) szignifikáns aktivitás-gátlást 
okozott a 20 nM OA (, P > 0.05). A két napos kezeletlen kontrollban mért teljes foszfatáz 
aktivitást tekintettük 100 %-nak. A tenyésztés során alkalmazott OA koncentrációfüggQ 
módon gátolta a PP2A aktivitását. 

 

 

Amint azt a 4.5. ábrán bemutatjuk, a 2. és 3. tenyésztési napokon adott 20 nM OA 

szignifikánsan lecsökkentette a kolóniákban mérhetQ PP2A katalitikus aktivitását. A 

további mérések során arra a kérdésre kerestünk választ, hogyan változik az egyre idQsödQ 

és így egyre differenciáltabb porcsejteket tartalmazó kolóniákban mérhetQ PP1 és PP2A 

aktivitás. 
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4.6. ábra. A PP1 és PP2A aktivitás változása a kezeletlen kontroll tenyészetekben (a), 
illetve 20 nM OA hatására (b) a kultúrák életkorának függvényében 
Az enzim-aktivitásokat különbözQ életkorú kezeletlen kontroll kultúrák 
homogenizátumainak felülúszóiban mértük. A PP1 aktivitását 2 nM OA (világos 
oszlopok), míg a PP2A aktivitását pedig100 nM inhibitor-2 jelenlétében (sötét oszlopok) 
vizsgáltuk. A PP1-aktivitások alig változnak (P @ 0.65), a PP2A-aktivitások azonban 
szignifikáns csökkenést mutatnak a kultúrák differenciálódásával párhuzamosan (a). A 
második és harmadik tenyésztési napon adott 20 nM OA a PP1 aktivitását nem 
befolyásolta, azonban szignifikánsan gátolta a PP2A-t és az aktivitás mindvégig igen 
alacsony, de változatlan szinten maradt (P @ 0.65) (b). A statisztikai elemzéseket Student t-
próbával végeztük.  
 

 

Azt találtuk, hogy míg a PP1 enzimaktivitás magas és gyakorlatilag változatlan 

szint_ marad a tenyésztés során, addig a PP2A aktivitása a sejtek differenciációjával 
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párhuzamosan egyre alacsonyabb szintre esik vissza. A legjelentQsebb aktivitás-csökkenés 

a 2. és 3. tenyésztési napokon következik be (4.6.a ábra), amikor a HD-kultúrákban a 

porcsejtek differenciációja zajlik (Solursh és mtsai, 1978). Ezért úgy gondoljuk, hogy a 

PP2A-nak jelentQsebb szerepe van a porcdifferenciáció szabályozásában, mint a PP1-nek. 

A tenyésztés folyamán mindvégig magas és változatlan PP1 aktivitás ezen enzim egyéb, a 

sejtek életében feltehetQleg nem kevésbé fontos folyamatokban vitt esszenciális szerepére 

utal. A 20 nM koncentrációjú OA kezeléseket követQen a PP1 aktivitások változatlanok 

maradtak, azonban a PP2A aktivitása szignifikánsan lecsökkent a kontroll kultúrákban 

mérhetQ értékekhez képest, s a tenyésztés végéig alacsony szinten maradt (4.6. b ábra). 

 

4.4. A H89-kezelés hatásai a porcdifferenciációra  

Az elsQ tenyésztési napot követQen a tenyésztQ médiumban folyamatosan jelenlevQ 

H89 hatására, a 6 napos HD kultúrákban szinte teljesen hiányzott a porcképzQdés (kontroll 

4 %-a), amint azt savas DMMK festést követQen láttuk (4.7. ábra a és c rész). 

Ha a H89-cel kezelt kultúrákhoz OA-t adtunk a második és harmadik tenyésztési 

napon, a porcmatrixszal fedett területek nagysága háromszorosára nQtt (a kontroll 11 %-a) 

a 6 napos kultúrákban mérve (4.7. ábra c és d rész). Ezek mellett jól megfigyelhetQ a 

porcalapállománnyal fedett terület nagyságának jelentQs (87 %-os) növekedése az OA-

kezelés hatására (4.7. ábra a és b rész).  

Vizes DMMK festéssel jól látható volt, hogy a H89-kezelt kondrogenikus sejtek 

kialakították a sejtaggregátumokat a tenyésztés kezdetén, mert számos ortokromáziásan 

festQdQ porccsomó volt látható a H89 kezelt kultúrákban. A kondenzációt követQen a 

sejtek azonban feltehetQleg nem differenciálódtak tovább porcmatrixot termelQ 

kondrocitákká (4.8. ábra), erre utal a kontroll kultúrákhoz képest elenyészQ nagyságú 

metakromáziásan festQdQ porcmatrixszal borított részlete a H89-kezelt tenyészeteknek. 

EbbQl a ténybQl arra következtettünk, hogy a PKA elsQsorban a kondrogenikus sejtek 

differenciációjának késQbbi lépését befolyásolja és kevésbé jelentQs szerepet visz a 

sejaggregátumok kialakulásának szabályozásában.  
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4.7. ábra. Metakromáziásan festQdQ porcterületek 6 napos high density kultúrában, 3 %-os 
ecetsavban oldott DMMK- kel történQ festést követQen 
A porccal fedett területek nagyságát minden egyes kísérleti csoport esetében 10 különbözQ 
kultúra, egyenként 6,8x106 om2 nagyságú centrális területérQl készült felvételekben mértük 
meg. Metakromáziásan festQdött terület a kezeletlen kontroll csoportban (a), a 2. és 3. 
tenyésztési napokon 20 nM OA-val kezelt (b), a tenyésztés 1. napjától 20 oM H89-cel 
kezelt (c), valamint 20 oM H89-cel és 20 nM OA-val együttesen kezelt tenyészetekben 
(d). A metakromáziás területek kontrollhoz viszonyított százalékos nagyságát feltüntettük 
az egyes ábrarészleteken. A fotók több független kísérletben megfigyeltek átlagát 
reprezentálják. Skála = 100 om. 
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4.8. ábra. Kezeltelen kontroll (a) és H89-kezelt (b) 6 napos kultúrákban látható sejtkolóniák 
áttekintQ képe vizes DMMK festést követQen
A kontroll kultúrában (a) nagyszámú, metakromáziásan festQdQ porccsomó látható. A H89-cel kezelt 
kolóniák (b) metakromáziásan festQdQ részlete igen csekély, az ortokromáziásan festQdQ sejtcsoportok
jelenléte azonban jól megfigyelhetQ. 

a b
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4.5. A PKA aktivitás változásai a kontroll és a H89-kezelt 

kultúrákban 

 

 

4.9. ábra. PKA aktivitások a különbözQ életkorú kultúrák homogenizátumainak 
felülúszóiban mérve 
A HD-tenyészeteket 20 nM OA-t és/vagy 20 oM H89-t tartalmazó, illetve normál 
táptalajjal etettük, az Anyag és Módszer fejezetben leírtaknak megfelelQen. Az ábrázolt 
PKA aktivitási értékek 4 független kísérlet átlagértékei. A PKA aktivitás szignifikáns (p < 
0,02) eltéréseket mutatott, kivéve a 2 napos-OA kezelt kultúrákban mért értékeket a 2 
napos kontrollhoz viszonyítva, illetve a 6 napos H89+OA kezelt kultúrákat összevetve a 6 
napos kezeletlen kontrollokkal (ezeket csillaggal jelöltük). 
 
 

A különbözQ életkorú kontroll kultúrák homogenizátumainak felülúszóiban mért 

PKA aktivitások a porcdifferenciáció elQrehaladtával párhuzamosan egyre csökkentek. A 

kontrollokhoz viszonyítva valamennyi vizsgált napon szignifikánsan alacsonyabb PKA 

aktivitásokat mértünk a 20 oM H89-cel kezelt tenyészetekben, míg az OA-kezelés mind 

H89-cel párhuzamosan alkalmazva, mind anélkül jelentQsen fokozta a kultúrákban mérhetQ 

PKA aktivitásokat (4. 9. ábra). Az enzimaktivitási mérések során a közegekhez adott OA 

nem befolyásolta a PKA aktivitásokat, csak a PP2A-t gátolta. 
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4.6. PKA -katalitikus alegység (PKA-C ) mennyiségének 

változása 

 

 

 

 

4.10. ábra. A PKA c-katalitikus alegység mennyisége Western blottal vizsgálva 
A különbözQ életkorú kezeletlen kontroll és a különféle módokon kezelt kultúrákban a 
PKA c-katalitikus alegységet az N-terminális 7-21 aminosavmaradék ellen termeltetett 
monoklonális antitesttel mutattuk ki, az Anyag és Módszer fejezetben leírtak szerint. Az 
egyes futtatott oszlopoknak megfelelQen mintegy 15 og fehérjét vittünk fel a nitrocellulóz 
membránra. 
 

 

A PKA-Cc mennyisége a porcdifferenciáció elQrehaladtával fokozatosan csökkent 

a kontroll kultúrák lizátumában. A kontrollokhoz viszonyítva sem OA, sem H89 hatására 

nem változott az expresszálódó PKA-Cc mennyisége egyik vizsgált kísérleti napon sem 

(4.10. ábra). 
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4.7. A CREB és P-CREB mennyiségének változásai a különbözW 

életkorú kezeletlen, valamint OA- és H89-kezelt kultúrákban  

 

 

 

4.11. ábra. A CREB és P-CREB mennyiségének változásai Western blottal vizsgálva 
A 2, 3 és 6 napos kezeletlen kontroll, OA-, H89-, valamint OA+H89-kezelt kultúrák 
lízispufferben felvett teljes lizátumából preparált mintákban az Anyag és Módszer 
fejezetben leírtak szerint mutattuk ki a CREB (a) és a P-CREB (b) mennyiségét. 

 

 

A CREB és P-CREB mennyisége a porcdifferenciáció elQrehaladtával nem 

változott jelentQsen, amint azt a különbözQ életkorú kezeletlen kontroll tenyészetek 

lizátumaiban vizsgálva tapasztaltuk. OA hatására a CREB mennyisége kissé emelkedett, 

míg a P-CREB mennyiségének OA-kezelést követQ erQteljes fokozódását tapasztaltuk 

valamennyi vizsgált napon. A leglátványosabb P-CREB-mennyiség-emelkedést a második 

tenyésztési napon alkalmazott OA-kezelést követQen láttuk. A H89-kezelés kismértékben 

csökkentette a CREB, míg jelentQs mértékben csökkentette a P-CREB mennyiségét a 

vizsgált kísérleti napokon. H89 és OA együttes alkalmazása után a kontrollokban talált 

sávok intenzitásához hasonló jeleket detektáltunk (4.11. a és b ábrák). 
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4.8. A sejtosztódás változásainak vizsgálata 

Az egyes kísérleteken belül tapasztalt sejtproliferáció változások tendenciája 

ugyanaz volt, azonban a párhuzamos kísérletek mérési eredményeinek átlagolása nagy 

standard hibát eredményezett. Ezért a 4.12. ábrán egy reprezentatív kísérlet eredményeit 

mutatjuk be. 

 

4.12. ábra. A sejtosztódás vizsgálata [3H]timidin-beépülés mértékének a mérésével 

A radioaktív izotópot 16 óráig hagytuk a jelzett életkorú, különbözQ kísérleti csoportokhoz 
tartozó kolóniák táptalajában. Az adatok 4 független kísérletben tapasztalt eltérési 
tendenciákat ábrázolnak, egy kiválasztott kísérlet eredményei alapján. Kísérleti 
csoportonként 10-10 mintában mértük a radioaktivitást, a mérések SD-jét az oszlopokon 
feltüntettük. Az adatok statisztikai elemzését F-próbával végeztük, p < 0,002, az adott korú 
kezeletlen kontrollhoz viszonyítottan nem szignifikáns eltéréseket csillaggal jelöltük. 
Egyetlen kísérleti napon sem találtunk szignifikáns különbséget a H89-cel valamint a 
H89+OA-kezelt tenyészetek timidin-beépülései között.  

 

 

Az idQsödQ és egyre differenciáltabb sejteket tartalmazó kezeletlen kontroll 

kolóniákban a sejtek proliferációs rátája fokozatosan csökkent, amint azt [3H] timidin 

beépülésének mérésével tapasztaltuk. A 20 nM OA adása fokozta a sejtek timidin-

beépítését, szignifikáns proliferáció-fokozódást láttunk a 3. és 6. tenyésztési napokon. 20 

oM H89 hatására valamennyi vizsgált napon jelentQsen csökkent a detektált tríciált 
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timidin-beépülés. MeglepQ módon, ha OA-t adtunk a H89-kezelt tenyészetekhez, a 

sejtproliferáció egyáltalán nem fokozódott. Mivel a BrdUrd beépülés analízisével nyert 

adatok alapján a sejtproliferáció-változás tendenciái azonosak voltak, ezért ezeket az 

eredményeket külön nem dokumentáljuk. 
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5. MEGBESZÉLÉS 

 

Kísérleteink során választ kerestünk arra a kérdésre, hogy milyen szerepet tölt be a 

PP2A és a PKA az in vitro porcképzQdés szabályozásában. Vizsgálataink során a PKA és a 

PP2A aktivitását szelektív inhibítorok alkalmazásával blokkoltuk. ElQször a 

sejtpermeábilis foszfatáz inhibitor OA porcdifferenciációra gyakorolt hatásait vizsgáltuk. 

A különbözQ életkorú kezeletlen kontroll HD kultúrák homogenizátumában mért 

protein foszfatáz aktivitási értékek azt mutatják, hogy a porcdifferenciáció során a PP2A 

aktivitás eQteljesen csökken, míg a PP1 aktivitása szinte változatlan marad. 

Kísérleteinkben 20 nM OA-nak a porcdifferenciáció szempontjából kulcsfontosságú 

második és harmadik tenyésztési napon (Solursh és mtsai, 1978) való adásával szignifikáns 

PP2A-gátlást értünk el. Ilymódon jelentQsen, – akár 115%-kal is – növelni tudtuk a 

kolóniák metakromáziásan festQdQ porcmatrixszal bíró területrészét a tenyésztés végét 

jelentQ hatodik tenyésztési napon mérve. Irodalmi adatok szerint az OA-nak jelentQs 

tumor-képzQdést serkentQ hatása van (Haystead és mtsai, 1989; Cohen és mtsai, 1990). Az 

OA-kezelések hatására keletkezett nagy mennyiség_ porcban a normálisnak megfelelQ 

sejt- és matrixképet találtunk mind fény-, mind elektronmikroszkópos szinten, valamint a 

porcmatrix biokémiai elemzésével sem találtunk lényegi eltérést a kontroll és az OA-kezelt 

kolóniák között. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az OA hatására keletkezett 

nagyobb mennyiség_ porc a normális porcdifferenciáció serkentése és nem tumoros 

átalakulás nyomán keletkezett. 

Az OA-kezelt kultúrák sejtproliferációjának változása a kontrollokéhoz hasonló 

idQbeli lefolyású volt, bár az egyes napokat külön-külön tekintve az OA-kezelés hatására 

fokozott sejtproliferációt tapasztaltunk. A legnagyobb eltérést a harmadik tenyésztési 

napon, közvetlenül a második OA-adást követQen kaptuk. 

A porcosodó mezenchimális sejtek proliferációja, majd kisebb sejtcsoportokba való 

tömörülése a porcdifferenciáció elengedhetetlen lépése (George és mtsai, 1983; Hall és 

Myake, 1995). A HD-kultúrák mezenchimális sejtjeinek elkötelezett porcosodó sejtté való 

differenciálódása a proliferációval és sejtkondenzációval párhuzamosan zajlik az elsQ és 

második tenyésztési napon (Solursh és mtsai, 1978). MegfelelQ sejts_r_ség esetén direkt 

sejt-sejt kapcsolatok és parakrin szignálok (pl. prosztaglandinok) serkentik az elkötelezett 

sejtek differenciálódását (Smales és Biddulph, 1985), melyek elQször kondroblasztokká, 

majd kondrocitákká válnak a harmadik tenyésztési napra. Az OA-kezelés hatására 
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bekövetkezQ sejtproliferáció-fokozódás a megfelelQ sejtdenzitás és így az intenzívebb sejt-

sejt kapcsolatok, valamint a kielégítQ erQsség_ parakrin jelek révén több, erQteljesebben 

elkötelezett porcosodó sejt keletkezését eredményezheti. 

Irodalmi adatok szerint (Zheng és mtsai, 1991; Lin és Arndt, 1995) az OA az 

osztódó sejteket az osztódási orsó kialakulásának átmeneti befolyásolása révén, reverzibilis 

módon feltartóztatja a mitózisban; az OA-kezelés leállítását követQen a sejtek befejezik a 

félbeszakadt osztódást. Úgyszintén ismert, hogy a porcosodó mezenchimális sejtek rövid 

és átmeneti megállítása a mitózisban stimulálja a sejtek elkötelezQdési folyamatát (Solursh 

és Reiter, 1975). Összegezve, az OA két, látszólag egymással ellentétes módon 

befolyásolja a sejtciklust, azonban mindkét effektus egyirányba, a porcosodás fokozódása 

felé hat.  

Az OA-kezelés hatására létrejövQ foszfatáz gátlás, a sejttípustól függQen módosítja 

a különbözQ citoszkeletális komponensek szerkezetét (Blankson és mtsai, 1995; Maier és 

mtsai, 1995; ErdQdi és mtsai, 1995). Régóta ismert az a tény, hogy az aktinfilamentumok 

széttöredezése serkenti a porcképzQdést (Zanetti és Solursh, 1984; Daniels és Solursh, 

1991). Az aktinfilamentumok szerkezetének megváltozása feltehetQleg többféle módon is 

befolyásolhatja a porcképzQdést. Amikor a porcosodó sejtek felszínén a fibronektint kötQ 

integrin elt_nik, a nyúlványos sejtek lekerekednek, porcsejt megjelenés_ekké válnak 

(Daniels és Solursh, 1991). Mind az integrinek ligandkötése, mind az integrinek 

ligandvesztése módosítja a fokális adhéziós helyek struktúráját és így az 

aktinfilamentumok organizációját is, ez pedig a génexpresszió változásaihoz vezet (Aplin 

és Juliano, 1999). Az OA-kezelés bizonyított módon befolyásolja egyes, a génexpresszió 

szabályozásában kulcsfontosságú fehérjék, úgymint c-fos, jun család (Schönthal és mtsai, 

1991a és 1991b), ideértve az AP-1 transzkripciós faktor komplex (Miller és mtsai, 1998) 

expresszióját is. Ezek a fehérjék valamennyien részt vesznek a porcdifferenciáció 

szabályozásában is (Wang és mtsai, 1992; Beier és mtsai, 1999).  

Az aktinfilamentumok szerkezetének befolyásolása az OA-kezelés révén, további 

pontokon is kapcsolódik az eddigiekben tárgyalt szabályozó mechanizmusokhoz. Mivel a 

PKA II holoenzim regulátor alegysége útján kapcsolódhat az aktinfilamentumokhoz 

(Zhang és mtsai, 1996), ezért a mikrofilamentumok szerkezetének módosulása 

befolyásolhatja a cAMP jelátvitelt a mag felé (Feliciello és mtsai, 1997). Emellett az aktin 

citoszkeleton széttöredezése a PKC-alfa jelátviteli utat is bizonyítottan befolyásolja és 

ennek kapcsán fokozott porcképzQdésrQl számolnak be Lim és mtsai (2000). Saját 
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kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy az OA-kezelés az aktinfilamentumok 

széttöredezését és az aktin sejtmembrán alatti kondenzálódását okozta, s az egyébként 

nyúlványos megjelenés_ porcosodó sejtek között sokkal több lekerekedQ alakot figyeltünk 

meg a kezeletlen kontroll kultúrákban látottakhoz képest. 

A különbözQ targetfehérjék foszforilációs-szintje a megfelelQ protein kinázok és 

protein foszfatázok katalitikus tevékenységének arányától függ. A PP2A és/vagy PP1 

gátlása OA adása révén, a reverzibilis fehérje foszforilációt a targetfehérjék 

foszforiláltsága irányába tolja el (Schönthal, 1998). A fontosabb Ser/Thr-specifikus 

kinázok, úgymint a PKA (Smales and Biddulph, 1985; Zhang és mtsai, 1996), a PKC 

(Chang és mtsai, 1998) és a TGFd-szupercsalád receptor kapcsolt kinázai (Kulyk és mtsai, 

1989; Leonard és mtsai, 1991), valamennyien részt vesznek a porcdifferenciáció 

szabályozásában. Az elQbbiekben említett protein kinázok mindegyike szerepet játszik a 

cAMP mediált szignáltranszdukciós útvonal kulcsfontosságú transzkripciós faktorának a 

CREB-nek a foszforilálásában is (Gonzalez és Montminy, 1989; Xie és Rothstein, 1995; 

Potchinsky és mtsai, 1997). A CREB foszforilációja mind a BMP-2, mind a cAMP 

indukált porcképzQdés során bekövetkezik (Lee és Chuong, 1997). A CREB család tagjai 

szükségesek az enkondrális csontosodással kialakuló csontok megfelelQ fejlQdéséhez is 

(Long és mtsai, 2001). 

A sejttípustól és kísérleti rendszertQl függQen, a PP2A és a PP1 egyaránt 

defoszforilálhatják a CREB-et (Hagiwara és mtsai, 1992; Wadzinski és mtsai, 1993; 

Alberts és mtsai, 1994; Wheat és mtsai, 1994), valamint a PP2A magát a PKA katalitikus 

alegységét is defoszforilálja (Liauw és Steinberg, 1996). Ilymódon az OA-kezeléssel a 

CREB foszforilált állapotát két úton is megnyújthatjuk, egyrészt az OA-gátolt PP2A nem 

defoszforilálja a CREB-et, másrészt nem, vagy kisebb mértékben defoszforilálja a PKA 

katalitikus alegységét, így az erQteljesebben katalizálja a CREB foszforilációját, ennek 

hatására pedig a porcdifferenciáció serkentését láthatjuk. 

Az OA által kiváltott PP2A gátlás fentebbi, részben hipotetikus hatás-

mechanizmusának kísérletes bizonyítékait a PKA-t szelektíven gátló koncentrációban 

alkalmazott protein kináz inhibítornak, a H89-nek a kultúrák táptalajához való adásával 

kerestük. Mint azt az elQzQekben láttuk, ha OA adásával gátoltuk a PP2A-t, a porc-

differenciáció fokozódott (Zákány és mtsai, 2001). EllenkezQ elQjel_ változást okozott a 

PKA aktivitás gátlása H89-cel: a porc szinte egyáltalán nem fejlQdött ki az így kezelt 

kolóniákban, annak ellenére, hogy a kondrogenikus mezenchimális sejtekbQl kialakultak a 
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sejtaggregátumok. Így arra a következtetésre jutottunk, hogy a PKA elsQsorban a már 

aggregálódott és erQteljesen elkötelezett porcelQfutár-sejteknek az érett kondrocitákká való 

alakulásában visz szerepet és kevébé lehet jelentQs a differenciáció kezdeti lépésének, a 

sejtaggregációnak a szabályozásában. 

A kérdéses enzimeket tartalmazó, sejtmentes vizsgálati rendszerekben a PP2A 

defoszforilálja a PKA katalitikus alegységének (PKA-C) Thr-197-es aminosavmaradékát 

és ilymódon inaktiválja a PKA-t (Liauw és Steinberg, 1996). Kísérleti eredményeink 

szerint a PP2A gátlása OA-val egyaránt fokozza a tenyészetekben mérhetQ PKA aktivitást, 

valamint a porcképzQdést, ezért úgy gondoljuk, hogy a PP2A defoszforilálja a PKA-C-t és 

szerepet játszik a PKA jelátviteli útvonal szabályozásában a kondrogenezis során. 

Úgyszintén a PP2A-nak a PKA aktivitását reguláló funkciója mellett szól az a tény, hogy a 

PKA-Cc expressziója nem változik sem OA, sem H89 hatására (saját kísérleti eredmény). 

A PKA aktivitás H89-cel való gátlásával saját kísérleteinkben csökkent 

sejtproliferációt detektáltunk valamennyi vizsgált napon. Adatunk ellentétes azzal, amit 

más szerzQk nemrégiben közöltek (Yoon és mtsai, 2000). Pk lényegesen fokozott 

sejtproliferációról számoltak be hasonló kísérletei rendszerben és körülmények között. 

Véleményünk szerint az ellentmondás oka az eltérQ vizsgálati módszerben keresendQ. Míg 

mi timidinbeépülést detektáltunk, addig Qk enzimatikus emésztést követQ sejtszámolást 

végeztek hemocitométer segítségével. Saját tapasztalatunk azt mutatja, hogy a nagy 

mennyiség_ porcmatrixot tartalmazó hat napos kultúrákból szinte lehetetlen minden sejtet 

izolálni és szuszpenzióba vinni, míg ott, ahol kevés matrix van / például H89-kezelést 

követQen / viszonylag több sejtet lehet kinyerni a kolóniákból. A timidinbeépülés mérése 

során ez a probléma nem merül fel. Mivel a PKA gátlást követQ csökkent sejtproliferációt 

nem emelte meg az OA-kezelés eredményeként létrejött PP2A gátlás, ezért feltételezzük, 

hogy a porcdifferenciáció során egyéb, a PP2A által szabályozott mechanizmusok is részt 

vesznek a sejtszaporodás irányításában. 

A sejtproliferáció befolyásolásáról elmondottakkal ellentétben, a PP2A gátlása OA-

val még a H89-cel kezelt kultúrák esetében is erQteljesen megemelte a maradék PKA 

aktivitást és fokozta a porcképzQdést. EbbQl a ténybQl arra következtetünk, hogy a PKA 

foszforilálhatja azon transzkripciós faktorokat, amelyek a porcképzQdésben fontos irányító 

szereppel bírnak és szabályozzák a porcspecifikus matrixmolekulák expresszióját. 

Irodalmi adatok szerint a PKA génexpressziót reguláló intracelluláris hatásainak 

közvetítéséért elsQsorban a CREB családba tartozó transzkripciós faktorok felelQsek 
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(Shaywitz és Greenberg, 1999), ezért kézenfekvQnek t_nt a CREB és a foszforilált CREB 

(P-CREB) mennyiségének változásait vizsgálni a különbözQ kísérleti csoportokban. A 

H89-cel való PKA gátlás hatására csökkent a kultúrák lizátumában detektálható CREB 

mennyisége és csak nyomokban volt detektálható P-CREB. Ezzel szemben az OA-kezelt 

kultúrákban enyhén emelkedett a CREB mennyisége, míg a P-CREB szintje igen 

erQteljesen fokozódott már az elsQ OA-adás után. Ismert, hogy a CREB Ser-133 

oldalláncán történQ foszforilálása fokozza a génexpressziót aktiváló hatását (Gonzalez és 

Montminy, 1989). Így joggal juthatunk arra a következtetésre, hogy az OA-val történt 

PP2A gátlás – legalábbis részben –, minden valószín_ség szerint valóban a PKA mediálta 

és a CREB foszforiláltsági szintjét megváltoztató jelátviteli út módosítása révén fejtheti ki 

a porcdifferenciációt fokozó hatását. Mivel a H89 és az OA együttes adását követQen a 

CREB és P-CREB szintje egyaránt a kontroll tenyészetekben detektálthoz közeli értékeket 

mutatott, s egyidej_leg a kontrollhoz képest lényegesen csökkent porcképzQdést találtunk, 

ezért feltételezzük, hogy a H89 okozta PKA gátlás és/vagy az OA kiváltotta PP2A 

inhibíció más transzkripciós faktorok foszforilációját is modulálhatják. 

Az egyik ilyen transzkripciós faktor, amely még a PKA illetve a PP2A 

szubsztrátjaként szerepelhet a porcdifferenciáció során, a SOX9. Irodalmi adatok alapján 

tudjuk, hogy a PKA foszforilálja a SOX9-et és a foszforilált transzkripciós faktor 

hatékonyabban aktiválja a II. típusú kollagén és az aggrekán tengelyfehérje génjeinek az 

expresszióját (Huang és mtsai, 2000= Sekiya és mtsai, 2000). Emellett az is ismert, hogy a 

csirke HD-kultúrákban csökken a Sox9 gén expressziója a porcképzQdés elQrehaladtával 

(Kulyk és mtsai, 2000). További kísérleteink során tervezzük vizsgálni a SOX9 

foszforilációjának, valamint a Sox9 aktivitásának a változásait OA és H89 hatására. 

Az in vitro porcdifferenciáció szabályozásának tanulmányozása során szerzett új 

ismereteink elQsegíthetik a porcképzQdés mechanizmusának jobb megértését és így 

hozzájárulhatnak a különbözQ degeneratív vagy traumás eredet_ porcléziók pótlásához 

szükséges porcimplantátumok elQállítására irányuló erQfeszítések eredményességéhez. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS 

Kísérleteink során a két fQ celluláris foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatáz, a PP1 és a PP2A, 

valamint a cAMP dependens protein kináz (PKA) szerepét vizsgáltuk az in vitro porcdifferenciáció 

szabályozásában specifikus foszfatáz és kináz inhibítorok alkalmazásával. Munkánk eredményeit 

az alábbiakban foglaljuk össze: 

1. ElsQként alkalmaztuk a foszfatáz inhibítor okadainsavat (OA) egy normál differenciálódó 

sejtkultúrában és a porcképzQdés fokozódását tapasztaltuk. 

2. A keletkezett porc morfológiai és biokémiai elemzésével bebizonyítottuk, hogy nem tumoros 

burjánzást indukáltunk, hanem a normál porcdifferenciációt fokozta az OA. 

3. Kimutattuk, hogy a porcdifferenciáció során a PP1 aktivitása közel állandó és magas értéken 

van, míg a PP2A aktivitása a folyamat elQrehaladtával párhuzamosan csökken. 

4. Az OA-t nM-os koncentrációkban adva, a PP2A aktivitás csökkenését láttuk, míg a PP1 

aktivitása nem változott. Az OA-t az enzimaktivitási mérések során alkalmazva, az semmilyen 

hatást nem fejtett ki a PKA aktivitásra. 

5. Az OA fokozta a sejtproliferációt. 

6. H89 adásával gátolva a PKA aktivitását, a porcképzQdést dózisfüggQ módon gátoltuk. 

7. A H89 erQteljesen csökkentette a sejtproliferációt is. 

8. A tenyészeteket OA-val kezelve emelkedett a PKA aktivitása, így arra következtettünk, hogy a 

high density kultúrákban zajló porcdifferenciáció során a PP2A defoszforilálhatja a PKA 

katalitikus alegységét. 

9. A PKA katalitikus alegység expressziója sem OA, sem H89 hatására nem változott számottevQ 

mértékben. 

10. A H89 és OA kezelést együtt alkalmazva az alacsony szint_ PKA aktivitás fokozódott. Az OA 

serkentette a H89-cel gátolt porcképzQdést, de nem emelte a H89-cel kezelt kultúrák alacsony 

proliferációs rátáját. Ezért feltételezzük, hogy a PKA mediálta jelátviteli út mellett egyéb PP2A 

által modulált folyamatok is részt vesznek a sejtproliferáció szabályozásában a kondrogenezis 

során. 

11. A H89 csökkentette, az OA pedig fokozta a CREB foszforilációját, így bizonyítottnak látjuk, 

hogy az in vitro porcdifferenciáció során a PKA és a PP2A részt vesznek a fenti transzkripciós 

faktor reverzibilis foszforilációjában. Eredményeink alapján feltételezzük, hogy a CREB 

egyike azon transzkripciós faktoroknak, amelyek a porcképzQdést szabályozzák. 
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7. SUMMARY 

We have investigated the role of the two major cellular phospho-Ser/Thr-specific protein 

phosphatases PP1 and PP2A, as well as that of cAMP dependent protein kinase (PKA) in the 

regulation of in vitro chondrogenesis with the aid of the application of specific cell-permeable 

protein kinase and protein phosphatase inhibitors. Our results are the following: 

1. We have modified the original high density cell culturing protocol according to the reqirements 

of our experimental system. 

2. We applied the phosphatase inhibitor okadaic acid (OA) at the first time for investigation of a 

normal differentiation process and reported stimulation of chondrogenesis. 

3. With the aid of the morphological and biochemical analysis of the resulted cartilage we gave 

evidences of the enhancement of the normal cartilage differentiation instead promotion of any 

kind of tumorigenesis by application of OA. 

4. The activity of PP1 was constant and high, while the activity of PP2A decreased with the 

progress of chondrogenesis. 

5. OA, applied in nanomolar concentrations, had no effect on the activity of PP1. OA-treatment 

significantly decreased the activity of PP2A which remained at this low level until the end of 

culturing. OA did not influence the PKA activities in the kinase assays. 

6. Cell proliferation was stimulated by OA. 

7. Inhibition of PKA activity with H89 resulted in almost complete blockage of cartilage 

formation. Application of H89 also caused significant decrease of the cell proliferation.  

8. As OA-treatment increased the activity of PKA, we concluded that PP2A can dephosphorylate 

the catalytic subunit of PKA (PKA-C) during in vitro chondrogenesis. 

9. Expression of PKA-Cc was influenced by neither OA-, nor H89-treatments. 

10. OA, when applied simoultaneously with H89 increased the low PKA activity, as well as 

enhanced the H89 inhibited chondrogenesis, but had no effect on lowered cell proliferation. 

Further PP2A-modulated mechanisms in the regulation of the cell proliferation of high density 

cell cultures could be involved. 

11. Inhibition of PKA with H89 resulted in a decrease of the amount of phosphorylated CREB, 

while inhibition of PP2A caused an opposite effect. Therefore, we suggest that both PKA and 

PP2A play role in the reversible phosphorylation of CREB during in vitro chondrogenesis and 

CREB might be one of the transcription factors, which regulates cartilage formation. 
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8. UTÓSZÓ ÉS KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

 

Miközben ezt az értekezést írtam, számtalanszor végigpergett elWttem 

az a sok-sok lépésbWl álló eddigi út, ami diákkörös korom naív és ’tabula 

rasa’-s tudós-palántáskodásától elvezetett odáig, hogy önállóan meg 

tudjam tervezni kísérleteimet és az ideák talaján valós eredmény-

gyümölcsöket hozó kísérlet-fácska cseperedjen. 

Kísérleteink során a porcdifferenciáció szabályozásának újabb 

részletét ismertük meg és újat találni, mindig az igazi kutatói örömök 

legnagyobbika. Szeretném, ha Ön, kedves Olvasó – a remélhetWleg 

tárgyilagos – tudományos leírás sorai mögött megérzett volna valamit abból 

az örömbWl, amit egy-egy hosszú és fárasztó kísérletsorozat után a várva-

várt eredmény okozott nekem és mindazoknak akikkel együtt dolgozva 

eljutottam idáig. 
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10. FÜGGELÉK 

 

Az kísérletek során a szerzQ saját munkái a következQek voltak: 

1. a kísérletek megtervezése, a sejttenyésztés módszerének adaptálása 

2. a sejtkultúrák, valamint a nem morfológiai vizsgálatokhoz szükséges különféle minták 

elQállítása 

3. fény- és elektronmikroszkópos vizsgálatok 

4. sejtproliferációs vizsgálatok 
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A PP2A aktivitásméréseket és a PKA-Cc, valamint CREB és P-CREB immunoblottokat 

Dr. Bakó Éva végezte, a PKA aktivitásokat Dr. Sz_cs Kornélia mérte meg, mindketten a 
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