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A GYAKRABBAN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE

AER: apical ectodermal ridge

BMP: bone morphogenetic protein
cAMP: adenozin-3’,5’-monofoszfat, ciklikus AMP
CB: kuprolinkék

CREB: cAMP respond element binding protein
DMMK: dimetilmetilénkék

ECM: extracellularis matrix

FGF: fibroblast growth factor
HD-kulturak: high density-kultarak
HMG: high mobility group

OA: okadainsav

PG: proteoglikdn

PGE: prosztaglandin E

PKA: cAMP-dependens protein kindz
PKA-Ca: PKA a-katalitikus alegység
PKC: protein kinaz C

PP: protein foszfataz

PP1: protein foszfataz 1

PP2A: protein foszfatdz 2A

Ser: szerin

TGF: transforming growth factor
Thr: treonin

Tyr: tirozin

ZPA: zone of polarizing activity



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A porcszovetrol altalaban

A porcszovet a kotd- és tamasztoszovet féleségek kozé tartozd szovet. Sejtjei
jelentés mennyiségli, specialis Osszetételli és szerkezetli extracelluldris matrixba (ECM)
agyazott, jellegzetesen kerekded kondrocitak, melyeknek egyik jellemz6 sajatossaga, hogy
fenotipusuk fenntartdsdhoz a specialis ECM molekulakkal valdé kapcsolat megléte
sziikséges.

A porcszovetet hagyomanyosan harom nagy csoportba soroljuk: hialinporc
(iivegporc), elasztikus porc és rostos porc. Az elkiilonitést makroszkopos és mikroszkopos
morfologiai sajatsagok, a porcsejtek alaki és funkciondlis, valamint az ECM szerkezeti és
biomechanikai eltérései indokoljak. Jelen értekezés targya a hialinporc, mely szdvet
harom, funkcionalis szempontbdl alapvetden kiilonb6zé megjelenési formaban van jelen az
allati szervezetben, ugymint iziileti porc, az egyes zsigerek (gége, 1égcs6d, bronchusok)
vazat ado, ugynevezett allandosult porc, valamint az enchondralis csontosodassal kialakulo
csontok alakjanak sablonjaul szolgald porcok, melyek egy része az egyed ndvekedése
soran, mint epifizis porc megmarad. Mindhdrom megjelenési formanak ko6zos sajatsaga a
kiilonb6z6, porcspecifikus ECM makromolekuldk jelenléte. Ezen makromolekuldk a II.,
IX., X. és XI. tipusu kollagének, az aggregald porcproteoglikdn az aggrekan, az aggrekant
a hialuronsavhoz rogzitd kotofehérje, a ,,cartilage matrix protein” (CMP), mai nevén
matrilin-1, valamint a ,cartilage oligomeric matrix protein” (COMP). Mellettiik mas,
egyéb kotdszovetféleségben is eloforduld matrix komponensek is fellelhet6k a hialinporc
alapallomanyaban, de ezek a molekulak a hialuronsav, valamint egyes kis proteoglikanok
(biglikdn, dekorin, fibromodulin) kivételével az eldbb emlitettekhez képest igen kis
mennyiségben vannak jelen (Heinegérd és Oldberg, 1989).

A kondrocitdk a porcmatrixban ugynevezett lakinakban foglalnak helyet, a
szomszédos porcsejtek néhany sejtbdl alld csoportokat alkotnak. A matrix és a kondrocitak
kapcsolata a pericellularis matrixban levd makromolekuldk révén valdsul meg. Itt igen
nagy koncentracioban vannak jelen proteoglikdnok, jellegzetesen erdsen bazofil festddésii
porctokként megjelenve a kozonséges fénymikroszkopos készitményeken. A porcmatrix
makromolekuldi a porcsejtcsoportokhoz viszonyitott helyzetiiktol fiiggéen eltérd
megoszlast mutatnak. A differencialt hialinporcban a kondrocitak kondronnak nevezett
porcsejtcsoportokat alakitanak ki. Az ezeket koriilvevd, tigynevezett territorialis matrix a

viszonylag nagy koncentraciéban jelenlévo proteoglikdnok miatt erdsen bazofil festédést



mutat. Az egyes kondronok kozétt, kollagénben gazdagabb, ezért erdsebben eozinofil
matrixrészletek az un. interterritorialis matrix talalhato.

A porcszovet jellegzetes eltérése a tobbi koto- €s tdmasztoszovetektol a taplald erek
hianya. Mivel a porc taplalasa diffuzioval torténik a porcot koriilvevd kotdszovet, a
perikondrium vagy az iziileti tireget kitolté szinovialis folyadék feldl, braditrof szovetnek
tekinthetd.

Mai tudasunk szerint a novekedés befejezddése utan az iziileti porcban talalhatd
kondrocitdk nem proliferdlnak és fiziologids koriilmények kozott gyakorlatilag
immortalizalt sejtekként foghatok fel. Az allandé porcok sejtjei a perikondrium belsd
rétegében taldlhatd kondrogenikus Ossejtekbdl potlodhatnak, az iziileti porcsejtek
regeneracidja azonban a perikondrium hidnya miatt nem lehetséges.

A szdmos metabolikus sajatsagban és differenciaciés markerekben megnyilvanul6
hasonlatossag mellett az iziileti porcban, az allandé porcokban, illetve az epifizis porcban
jelenlévo kondrocitak kiilonb6zé mddon differencialédnak, ezért eltérd sejtpopulaciokként
kell kezelniink 6ket (Cancedda és mtsai, 1995; DeLise és mtsai, 2000). Tovabbi Iényeges
kiilonbségek mutatkoznak az egyes testtdjakon kialakuld porcszovetek pluripotens
Ossejtjeinek eredetében is, hiszen a koponya csontjainak kialakitasaban résztvevo
porctelepek, valamint a zsigeri porcok a crista neuralis kranialis részébol kivandorolt
ektomezenchimalis sejtekbdl szdrmaznak, a torzs csontjainak vazat ado porckezdemények
az axialis mezenchimabdl kialakult szklerotomokbol fejlddnek, mig a végtagtelepek
porctemplatjai a laterdlis mezodermabdl kialakult mezenchimalis szovet szarmazékai
(Sadler, 1990).

A kondrogenikus dssejtek proliferacioja, porcsejt irdnyba elkdtelezett sejtté valod
valasa, a porcsejt fenotipus elnyerése, majd a specidlis porcszovet kialakitasa, egyéb sejtek
faktoroktdl (“master” gének, kontroll gének), lokalis mikrokdrnyezeti tényezoktol
(autokrin és parakrin faktoroktol, ECM, valamint sejtadhézios molekulaktol) vagy akar a
differencialodo sejtek felszini receptormintazatanak (pl. integrinek, citokin receptorok stb.)
kiilonb6zo forrasbol szarmazo faktor, tavolrol érkezé hormonok, lokalisan termelt
citokinek, stb. szabdlyozzdk. Emellett a porcdifferenciacié soran jelentds valtozasok
zajlanak a sejtek kozvetlen kornyezetét ad6 ECM 0Osszetételében is. A differenciacio

kezdeti szakaszaban a porcsejt fenotipus még labilis, ha a fiatal sejt elvesziti a megfeleld, a



sejtadhéziot csokkentd matrixszubsztratot és/vagy a fenotipus megdrzéséhez sziikséges
diffuzibilis mikrokornyezetet, hamar dedifferencialodik (DeLise és mtsai, 2000; Cancedda
¢s mtsai, 2000). Felndttben pluripotens mezenchimalis Ossejtek talalhatok a voOrds
csontveldben, a zsirszovet kotdszoveteiben, a perimiziumban, perioszteumban ¢és
perikondriumban (Cancedda ¢és mtsai, 1995), ezek a sejtek kondrocitdkkd is

differencialddhatnak.

1.2. Porcdifferenciacios modellek

Az egyik leggyakrabban haszndlt in vitro porcdifferenciaciés modell a Hamburger-
Hamilton szerinti 22-24-es fejlédési stddiumban (Hamburger és Hamilton, 1951) 1évo
csirkeembriok végtagtelepeibdl izolalt és elsésorban porcosodd mezenchimalis sejtekbol
allo primer high density (HD)-sejttenyészet (Ahrens és mtsai, 1977; Hadhazy és mtsai,
1982), ami a viszonylag nagy szdmban jelenlevd és a kulturdk kitapadasat biztositd
mezenchimalis/fibroblaszt populacié mellett kevés mioblasztot és hamsejtet is tartalmaz.
Az évek sordn néhany, ragcsalokbol szdrmazo porcosodd mezenchimalis sejtvonalat is
kialakitottak (C3H-10T1/2 egér sejtvonal, RCJ 3.1 és CFK2 patkany fetus calvariabol),
ezek a sejtvonalak a mikrokdrnyezeti paraméterek valtoztatasaval, egyes anyagoknak a
médiumhoz vald adasaval, masoknak az elvondsaval nem csupan porcsejtekké, hanem akar
vazizom, csont vagy zsirsejtekké is differencialédhatnak (Young és mtsai, 1993).

Az in vivo és in vitro zajlo porcdifferencidcioban a sok hasonld vonds mellett
alapveté kiilonbség az, hogy az embrid testében kiilonbozé lokalizdcioban més-mas
formaju és helyzetli porcszigetek képzddése sziikséges térben és idében meghatarozott
sorrendben, mig az in vitro sejtkulturdkban, megkdzelitdleg homogén eloszlassal alakul ki
faktor, tobbek kozott Gn. poziciondld tényezok hatarozzak meg. Itt elsdsorban a
homeoboxot tartalmazd gének termékeire ¢és végtagbimbok esetében az apikalis
ektodermalis perem (AER, apical ectodermel ridge) sejtjei altal termelt FGF-4-re, valamint
a végtagtelep proximalis teriiletében elhelyezkedd polarizald activitdssal rendelkezd
mezenchimalis sejtek (ZPA, zone of polarizing activity) diffuzibilis faktoraira (Hedgehog
elengedhetetlen fontossaguak (Erlebacher és mtsai, 1995; Iwamoto és mtsai, 1999; Sandell
¢s Adler, 1999; De Lise ¢és mtsai, 2000). Ezek a faktorok az altalunk is hasznalt primer

porcosodo sejtkulturakban zajld porcdifferenciacié szabalyozasaban mas modon vehetnek



részt, mint az in vivo zajlo kondrogenezis esetében. Errél a tényrél nem szabad
elfelejtkeznlink, amikor a tapasztaltakat az ¢loben lejatszodd porcdifferenciacid
szabalyozasaval kell 6sszevetniink. gy példaul az AER alatti mezenchimalis sejtek altal
fiziologidsan termelt retinolt a primer sejtkultirdakhoz adva, az eltérd hatassal lehet a
porcosodo sejtjekre annak fliggvényében, hogy a sejteket a végtagbimbo mely teriiletérdl
izolaltdk (Underhill és Weston, 1998). Ugyanez eléfordulhat a ZPA termelte Sonic
hedgehog hatasaival is (Laufer és mtsai, 1994, Iwamoto és mtsai, 1999).

A primer porcsejt-tenyészetek kiilonbozd fenotipust, a differenciacio eltérd
fazisaiban 1évo sejtek elegyeként foghatok fel, amely sejteket altaldban nem matrix alapon,
hanem egyszerli miianyag felszinen novesztiink. A porcsejtekre kizarolagosan jellemzo
sejtfelszini markereket nem ismeriink, igy a differenciaci6 folyamatdt a porcspecifikus
matrixmolekuldk expresszidjanak monitorozasaval lehet els6sorban nyomonkdvetni.
Emellett hasonl6 specificitasu, de joval gyorsabb és igen egyszeri eljaras, ha alacsony pH-
n metakromazias festékkel (pl. dimetilmetilénkék) festjiik meg a preparatumainkat,
demonstralva az erdsen polianionos karakteri szulfatilt glikozaminoglikdnok nagy
mennyiségben vald jelenlétét a porcmatrixban. Ha a porcosodd mezenchimalis sejtekbdl
l1étrehozott primer HD-sejtkulturdk sajatossagaibol fakado korlatokat szem elétt tartjuk a
kisérleti eredmények értékelésénél, akkor ez a konnyen reprodukélhatd kisérleti modell
sokrétli informécidoval szolgdlhat a porcdifferencidcio egyes mozzanatairol, ezek
szabalyozasardl ¢és exogén tényezOkkel vald befolyasolhatosagarol, valamint a
génexpresszids mintdzat és a transzkripcid porcdifferenciacioval Osszefiiggd valtozasairdl.
A porcosodd mezenchimalis sejtekbdl létrehozott primer HD-kulturdk elfogadottsagat és
alkalmazasanak létjogosultsagat szamos, az elmult években megjelent kozlemény

tdmasztja ald (Chang és mtsai, 1998; Healy és mtsai, 1999; Pizette és Niswander, 2000).

1.3. A porcdifferenciacio lépései, a fontosabb extracellularis

szabalyozo tényezdok

Mind az in vivo, mind az in vitro porcdifferencidcido fontos kezdeti 1épése a
kondrogenikus sejtek kisebb sejtcsoportokba vald kondenzacidja. A kondenzalodott sejtek
morfoldgiailag megkiilonbdztethetetlenek a tobbi mezenchimalis sejttél. Az aggregatumok
kialakitasaban szamos faktor Osszehangolt mikodése jatszik szerepet. Ezek kozott

kiemelkedé fontossagot tulajdonitunk a sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatok alakuldsanak,



egyes citokinek hatdsanak, valamint a citoszkeleton szerkezetének atalakulésaval
parhuzamosan észlelhetd sejtalak-valtozasoknak.

A HD-mezenchimalis kulturdkban a kondrogenikus sejtek kondenzécidja az els6
tenyésztési nap folyaman zajlik, majd a masodik és harmadik napon a nodulusok sejtjei
porcsejtekké differencidlédnak (Ahrens és mtsai, 1977; San Antonio ¢s Tuan, 1986). A
korai sejt-sejt kapcsolatok a kondrogenikus sejtek felszinén megjelend N-CAM és N-
cadherin molekuldk révén valdsulnak meg (Widelitz és mtsai, 1993; Oberlender és Tuan,
1994). Emellett ebben a fejlodési stddiumban a szomszédos sejtek kozott szdmos gap
junction is megjelenik (Kelley és Fallon, 1978), ami parakrin mechanizmusok
jelentdségére utal: kdzismert, hogy a porcdifferencidcio kezdeti fazisadban a differencial6do
sejtek PGE-2-t termelnek (Smales és Biddulph, 1985).

A TGF-p csaladba tartozo citokinek a differenciacio tobb fazisaban is befolyasoljak
a porcképzddést (Kulyk és mtsai, 1989; Leonard és mtsai, 1991). Igy példaul a bone
morphogenetic proteinekrdl (BMP) tudjuk, hogy a sejtkondenzici6é sordn nagy
mennyiségben vannak jelen a kolonidkban, valamint, hogy ebben a fejlddési stadiumban és
a kondenzaciot kozvetlenlil kovetd differenciacid soran a kondrogenikus sejtek nagy
szamban expresszaljak felsziniikon a BMP-k megkotéséhez sziikséges receptorokat is
(Pizette és Niswander, 2000).

A sejtek felszinén, valamint az intracellularisan zajlé valtozdsok mellett a
differencialodo sejteket koriilvevd ECM is jelentds atalakulasokon megy keresztiil. A
sejtkondenzaciot megelézéen és annak soran a kondrogenikus sejtek nagy mennyiségi
fibronektint deponalnak az ECM-ba, mikozben felsziniikon fibronektint kotd integrinek
(elsésorban a5PB1) expresszalodnak. A sejtaggregadtumok kialakuldsat kovetéen mind a
fibronektintermelés, mind az azt kotd integrinek expresszidja erdsen csokken. A
fibronektinben gazdag matrix a tovabbiakban gatolja a porcképzddést, erds adheziv
sajatsaga miatt valdsziniileg nem engedi a kondrogenikus sejtek lekerekedését és azoknak
a matrix alapzatrdl valo fokozatos felvalasat (Tavella és mtsai, 1997). Tovabb erdsitheti a
sejtek mobilitdsat és fibronektintdl valod elszakadéasi képességét a korai porctelepekben
atmenetileg megjelend tenaszcin (Mackie és mtsai, 1987), mely molekula fibronektin-k5té
expresszioja a porcdifferenciacio késobbi fazisaiban a perikondrium teriiletére
korlatozddik, ahol szerepet jatszhat a belsd rétegben taldlhaté kondroprogenitor sejtek

fenotipusanak megdérzésében. A végtagbimbok mezenchimdjanak kozponti részében a



hialuronsav koncentracié csékken a kondenzacio fazisa elétt (Toole, 1972), mig az I.
tipusu kollagén koncentracidja ekkor a legmagasabb, majd a porcsejtté vald differenciacio
idépontjaban fokozatosan csokken (Dessau és mtsai, 1980). A tovabbiakban a sejtek
megkezdik a porcspecifikus ECM makromolekuldk szintézisét, valamint a megkotésiikhoz
sziikséges receptorok expresszigjat. A HD-kulturdkban a harmadik tenyésztési nap
masodik felétdl lehet metakromazias festéssel porcmatrixot detektalni. A differenciaciot
kovetéen egyre nagyobb mennyiségben szintetizalodo II. tipusti kollagén és aggrekan
teljesen koriilveszi a porcsejteket. Ez az egyedi Osszetételii ECM nagy fontossaggal bir a
porcsejtek végleges fenotipusanak kialakitdsaban és fenntartdsdban (Cancedda és mitsai,

2000).

1.4. Osszehangolt intracelluldris torténések iranyitjak a

kondrogenezist

A fentiek alapjan egyértelmiien latszik hogy a porcdifferenciacié sordn szamos,
egymassal jol dsszehangolt folyamat zajlik parhuzamosan, igy joggal feltételezhetjiik egy
(vagy esetleg tobb) un. ,master” gén szerepét. Ujabb kutatasi eredmények szerint ez a
»~master” gén a HMG (high mobility group)-box tipust DNS-kotd régioval rendelkezd
transzkripcids faktort kddold Sox9 gén lenne (de Crombrugghe és mtsai, 2000).

A porcosan differencial6do sejtek jelentds mennyiségli PGE-2-t termelnek, ami az
intracellularis cAMP szintjének fokozodasat valtja ki (Biddulph és mtsai, 2000). A cAMP
intracelluldris hatdsainak medialasaért a Ser/Thr—specifikus protein kindzok csoportjaba
tartoz6 cAMP-fiiggd protein kindz (PKA) aktivalodasa a felelds. A porcdifferenciacio
soran a PKA cAMP és BMP-2 hatasara egyarant aktivalodik (Lee és Chuong, 1997). A
kondrogenikus sejtekben a PKA bizonyitottan foszforildlja a Sox9-t, ezzel aktivalva a
porcspecifikus ECM-t kialakito II. tipusti kollagén és az aggrekan core proteinjének a
génjeit (Lefebvre és de Crombrugghe; 1997, de Crombrugghe és mtsai, 2000). A PKA
masik lehetséges targetmolekulaja a ,,cAMP Respond Element Binding Protein” (CREB),
melynek foszforilacidja mind cAMP, mind BMP-2 hatasara fokozddik a porcosodo

sejtekben (Lee és Chuong 1997).
1.5. A fehérje foszforilacios folyamatokrol altalaban
A reverzibilis fehérje foszforilacid az eukaridta sejtek mitkddésének szinte

valamennyi folyamatidban megtalalhato (Barford és mtsai, 1998), igy a génexpressziot
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szabalyozo kiilonboz6 fehérjék aktivitdsanak befolydsoladsaban is ez az egyik legfontosabb
mechanizmus. A reverzibilis foszforilaci6 révén megvaldsuld szabalyozasban a
kulcsszerepet a foszforilacioért felelds protein kindzok, valamint a foszfatcsoportok
lehasitasat katalizdldo protein foszfatdzok jatszdk. A két enzim-tipus cellularis
koncentracioja nagyjabol azonos (Hunter 1995), igy akar a kinaz, akar a foszfataz-
aktivitast befolyasoljuk, megvaltoztatjuk egy adott szubsztrdt vagy szubsztratcsoport
foszforilacids szintjét. Az ily moédon modosithatd fehérjék nagy része (t6bb mint 90%-a)
Ser illetve Thr, kisebb hanyada pedig Tyr aminosav-oldallancukon foszforilalédhat
(Marks, 1996).

1.6. Protein kinazok

A protein kindzok egy része a sejtmembranhoz kotott receptorok intracelluldris
részeként funkcional. A receptor tirozin-specifikus kindzok kiilonb6zé ndvekedési és
differenciacios faktorok receptorai. Ilyen receptorokon keresztiil fejtik ki hatdsaikat az
alabbi citokinek: az epidermalis novekedési faktor (EGF), az inzulin-szerii novekedési
faktor (IGF), az ideg novekedési faktor (NGF), a vérlemezke eredetli novekedési faktor
(PDGF), fibroblaszt novekedési faktor (FGF), az érendothel eredetti novekedési faktor
(VDGF) valamint a makrofag kolonia stimulald faktor (M-CSF). Tovabbi kategoriat
képeznek a receptorokhoz asszocialt tirozin-specifikus kinazok, melyek tobbsége az Src
vagy a Janus csalad tagja. Ezek a kindzok a kiilonb6z6 receptorok intracellularis
doménjének kozelében talalhatdoak a sejtmembran belsé felszinéhez horgonyozva. A
receptor lehet akdr az el6zdekben emlitett receptor tirozin-specifikus kinaz is (Marks,
1996). A kiilonb6z6 kindzok altal foszforilalt szubsztratok részben teljesen kiilonbozoek,
részben kozosek. Ilymodon kiilonb6z6 receptorok aktivalhatjak ugyanazt a jelatviteli utat.
A tirozin-specifikus kindzok mellett foszfotirozin-specifikus foszfatazok miikddése is
elengedhetetlen a foszforilacid reverzibilitdsdnak biztositdsdhoz. A  foszfotirozin
foszfatazok kozott is vannak receptor-szerli €s nem receptor-szerli foszfatazok, tobbnyire a
kiilonbo6z6 jelatviteli folyamatok szabalyozasdban van alapvetd szerepiik (Marks, 1996).

A Tyr foszforilacio igen kortilirt hatasaival ellentétben, sokkal szélesebb spektrumu
¢s volumenében is sokszoros a fehérjék Ser/Thr oldallancainak a foszforilacidja. A
Ser/Thr-specifikus kinazok tobbsége nem membranhoz kotott. Az egyetlen ismert receptor
Ser/Thr-specifikus kindz csoport tagjai a transzformald nodvekedési faktor-f (TGF-f)

szupercsaladba tartozé citokinek receptorai. A citoszolban, illetve a sejtmagban azonban
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szamos Ser/Thr-specifikus protein kinazt ismeriink, csak a legkdzismertebbeket felsorolva:
cAMP-fiiggo protein kinaz (PKA), cGMP-fiiggd protein kinaz (G-kinéaz), protein kindz C
(PKC), Ca*"-calmodulin-fiiggé protein kinaz (CaM-kinaz), foszforiliz kindz, mitogén
aktivalt protein kindz (MAP-kindz). Szdmos extracellularis szignal molekula az
intracellularis cAMP-szint emelése révén fejti ki hatasat. Ezek a molekuldk a
sejtmembranba integralt adenilat-ciklaz enzim aktivitasat G-proteinek révén modulalva
valtoztatjdk meg az intracellularis cAMP-szintet. A cAMP hidrolizisét gyorsan ¢&s

effektiven végzik a kiilonb6zé cAMP-foszfodiészterazok (Marks, 1996).

ciklikus AMP
r ° W
S
inaktiv
A kinaz > _|_
k //
regulétor inaktiv katalitikus alegység ’ 2 ' \.\\\ ’
alegység ciklikus AMP és aktiv katalitikus alegységek
regulator
alegységek

1.1. abra. A PKA holoenzim szerkezete

A cAMP intracellularis hatasainak tobbségét a PKA altal, Ser/Thr
aminosavmaradékon foszforilalt proteinek aktivitasdnak a megvaltoztatasa révén fejti ki
(Krauss, 2001). Az inaktiv PKA holoenzim két reguldtor és két katalitikus alegységbdl
épiil fel. A cAMP-nek a regulator alegységhez val6 kotddése a katalitikus alegységeknek a
regulator alegységekrdl valo levalasat és aktivalodasat valtja ki (1.1 dbra). A PKA csaladba
tartoz6 enzimeknek négyféle regulator alegységét (R) ismerjiik, igymint Rla, RIS, Rlla,
¢s RIIP, melyek két kiillonb6zd katalitikus alegységhez (Ca és CP) kapcsolodhatnak
(Marks, 1996). A kiilonboz6 regulator alegységek cAMP-érzékenysége eltérd és ezt a
helyzetet még tovabb bonyolitja, hogy a két eltérd katalitikus alegység kapcsolddasa

ugyanahhoz a regulator alegységhez tovabb modulalja a regulétor alegységek egyébként is
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eltér6 cAMP-érzékenységét. A PKA holoenzim-varidnsok szubcellularis lokalizacidja
kiilonbozd, az RI tipusu regulator alegységet tartalmazd6 PKA enzimek elsdsorban a
citoszolban talalhatoak, mig az RII alegységgel bird varidnsok inkdbb a maghartyahoz,
Golgi-apparatushoz és citoszkeletalis komponensekhez kotottek (Brandon és mtsai, 1997).
A PKA hatasanak specifikusabba tételében fontos szerepe van a PKA-koté fehérjéknek
(AKAPs), melyek a kiilonb6z6 szubcellularis kompartmentekhez lokalizaljak a PKA
holoenzimeket (Zhang ¢és mtsai, 1996). A PKA katalitikus alegység Thr-197-en val6
foszforilacidja elengedhetetlen fontossagl az enzim aktivitdsa szempontjabol (Cauthron és
mtsai, 1998).

A PKA dltal foszforildlt €s a génexpresszid szabdlyozasdban fontos egyik
transzkripcidés faktor a CREB, mely egy, kiilonboz6 génekben elhelyezkeddé DNS
szekvenciahoz — ,,cAMP respond element” (CRE) — kotddve fejti ki hatasat. A CREB Ser-
133 oldallancanak foszforilacioja fokozza a génexpressziot aktivald hatdsat, de nem
befolyésolja a molekula DNS-ko6t6 képességét (Gonzalez €¢s Montminy, 1989).

A cAMP mellett fontos ,,second messenger” a kiilonb6zd extracellularis szignalok
intracellularis hatdsainak kialakulisa soran a kalciumion. A citoplazma Ca®'-
koncentraciéja nyugalmi allapotban rendkiviil alacsony, szamos pumpa-mechanizmus
aktiv tevékenységének koszonhetéen a sejten beliili Ca®" az endoplazmas retikulumban
tarolodik. Az intracellularis Ca*"-koncentracio megnéhet a sejtmembranban elhelyezkeds,
kiilonb6z6  szabalyozasa Ca®'-ioncsatorndk megnyilisa révén ami elsésorban az
elektromosan stimulalhaté sejtekre —izomsejtek, idegsejtek— jellemzs. Ca* -felszabadulast
eredményezhet egy masik, valamennyi eukaridta sejtre jellemzd szignaltranszdukcids
folyamat is, amelynek sordn valamely extracellularis szignalmolekula receptorhoz valo
bekotddése G-proteinek aktivalodasa révén fokozza a sejtmembran belsdé oldalan kotott
foszfolipaz C aktivitasat (Krauss, 2001). A foszfolipaz C a membran-asszocialt foszfatidil-
inozitol-bifoszfatbol (PIP,) inozitol-trifoszfatot (IPs) és diacil-glicerolt (DAG) szabadit fel.
Az IP; megnyitja az endoplazmés retikulum Ca*'-csatornait, igy elérasztia a Ca*" a
citoplazmat. A DAG pedig aktivalja a Ser/Thr kindzok egy nagy csoportjat, a szamos
izoenzimbdl all6 PKC csaladot (Kuo, 1994; Liu és Heckman, 1998).

A PKC izoenzimek jelentds hanyadanak aktivitisat az intracellularis Ca®'-
koncentracié emelkedése is ndveli. Ebbe az un. kalcium-fiiggd, klasszikus PKC izoenzim-
csoportba tartoznak az o, Br, Pu és y izoenzimek (cPKC vagy A tipusi PKC). Nem

befolyésolja az intracellularis kalcium-ion koncentracié a o, 6, € és n, un. 4j tipust
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izoenzimek aktivitasait (nPKC vagy B tipusu PKC). Végiil egy harmadik un. atipusos
csoportot képeznek a A és C (aPKC vagy C tipusu PKC) izoenzimek (Kuo, 1994; Mellor és
Parker, 1998). Az egyes PKC izoformak szdveti, sejtes €és intracellularis megoszlasa nem
azonos. Egy sejtféleség altalaban tobb izoenzim tipust is expresszal. Az a, y €és § formak
ubikviterek, ami ezen izoenzimek alapvetd szerepére utal (Mellor és Parker, 1998;
Mochly-Rosen és Gordon, 1998). A porcdifferenciacid soran egyes PKC izoenzimek (o, v,
€) expressziojanak szintje valtozik, mig masok (A ¢és £) mindvégig egyforman
expresszalodnak a porcosodd sejtekben (Choi és mtsai, 1995). Az A tipusu PKC
izoenzimek a citoszkeleton kiilonbozd elemeihez kdtddnek a sejtekben. A PKC aktivalodas
az aktin filamentumok dezorganizaldédasahoz vezet. A PKC lehetséges szubsztratjainak
szama rendkiviil nagy, itt csak azt, a tovabbiak szempontjabol fontos tényt emeljiik ki,

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

1.7. Foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok

A Ser/Thr-specifikus kinazok aktivitasa révén foszforilalt fehérjék defoszforilalasat
a foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok (PP) katalizaljak. A Ser/Thr-specifikus PPk
a csaladjéba tartozo enzimek katalitikus egységeinek a felosztasa szubsztratspecificitasuk,
illetve inhibitorok iranti érzékenységiik alapjan torténik (Brautigan, 1997). A PP1 az emlds
foszforilaz kinaz [ alegységét defoszforildlja, inhibitor-1 (I1) és inhibitor-2 (I12)
fehérjékkel gatolhat6. A PP2 csalad tagjai az emlds foszforilaz kinaz o alegységére
specifikusak és nem gatolhatok 11 vagy 12 fehérjékkel. A PP2 csalddon beliil 3 alosztalyt
kiilonitink el: PP2A, PP2B és PP2C. A PP2A okadainsavval gatolhato, a PP2B Ca-
kalmodulin-fiiggs, a PP2C pedig Mg”" illetve Mn®" ion-fiiggé ( Wera és Hemmings 1995).

A PPk primer szerkezetének megismerésével a fenti osztalyozas lényegesen béviilt.
A PP2A, PP2B ¢és PPI kiilonb6z6 izoenzimeinek az aminosavsorrendje hasonld, mig a
PP2C izoenzimek szekvencidja tOlilk erdsen eltérd. Emellett a foszfataz kutatasok soran
szamos un. Uj tipust foszfatazt talaltak (pl. PP4, PP5) melyekrdl még viszonylag keveset
tudunk (Barford ¢és mtsai, 1995; Brautigan, 1997).

A PP1 az eukariota sejtekben esszencidlis szerepet betoltd molekula, nagymértéki
evolucids konzervativizmus jellemzi. Természetes formdban egy katalitikus alegység ¢és
egy reguldtor alegység alkotta dimerként funkciondl. A PP1-nek szdmos eltérd regulator

alegységét ismerjiilk (Mumby és Walter, 1993).
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A PP2A holoenzim valoszintileg trimerként talalhatdo a sejtekben. A katalitikus
alegység, éppugy, mint a PP1 esetében, nagyfoku evolucios konzervativizmust mutat. A
katalitikus alegység (C) allando komplexet alkot a 65-kDa-os regulator (A) alegységgel. A
dimerhez kiilonb6z6 B-alegységek kapcsolddnak (1.2. dbra). A B alegységeknek szdmos
valtozata ismeretes, ennek révén a holoenzim aktivitasa, szubsztrat-specificitasa,
szubcellularis lokalizacioja rendkiviil finoman szabalyozott lehet (Millward €s mtsai, 1999;

Sim és Scott, 1999).

R55
(a, B,y, vagyo)

\\ e
T Jen

R72,R130,
PRS59 vagy R48
o vagy B R93,R110

1.3. abra. A PP2A holoenzim felépitése (Janssen és Goritz, 2001)

R65
o vagy B

A szamos kombinacidra lehetdséget ado regulator alegységvariaciok biztosithatjak
a PP2A sejttipusonként, illetve differenciacidos Iépésenként eltérd aktivitasat vagy
szubsztratspecificitasat. A reguldtor alegységek sokfélesége mellett tovabbi lehetdség a
PP2A aktivitdsanak szabalyozasara a katalitikus alegység foszforildlasa, illetve metilaléasa.
Mindkét folyamat a PP2A aktivitds azonnali moduldlasra ad lehetdséget akar a sejtek
jelatviteli folyamataiban, akar a sejtciklus szabalyozasaban (Janssens és Goris 2001).

A PP2A szamos jelatviteli rendszer lényeges eleme. Ez a szerep nem csupan a
foszforilalhato transzkripcids faktorok vagy egyéb messenger molekuldk defoszforildlasara
korlatozodik, hanem jelentds szamu (mintegy 30) protein kindz aktivitasat is képes

befolyasolni a PP2A (Millward és mtsai, 1999). Az eldz6éekben mar emlitett kinazok koziil
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mind a PKA, mind a PKC, valamint a MAP-(Mitogen Activated Protein)-kinazok kozé
tartozo ERK 1/2 aktivitasat egyarant gatolja a PP2A katalitikus tevékenysége.

1.8. Az okadainsavas gatlas, mint hatékony modszer a

foszfatazok tanulmanyozasaban

A proteinfoszfatazoknak a cellularis folyamatok szabalyozasaban vitt jelentOségére
utal az a tény is, hogy egyes organizmusok a kiilonboz6 foszfatazok aktivitasat gatld

toxinokat termelnek (Dawson és Holmes, 1999).

1.3. abra. Az okadainsav szerkezete

Ilyen vegyiilet az okadainsav (OA) is, mely kémiailag a poliéter zsirsavak
csoportjaba tartozd, sejtpermedbilis anyag (1.3. abra). Egyes tengeri dinoflagellatak
termelik és a veliik taplalkozd szivacsok, illetve kagylok tapcsatornajaban a toxin igen
nagy koncentracioban halmozodhat fel. Az OA tehetd feleldssé a profiz hasmenéssel jaro,
tenger gytimoélcsei altal okozott ételmérgezés tiineteiért is. Ilyenkor az OA éatmenetileg
gatolja a bél-simaizomzat kontraktilis fehérjéinek defoszforilacids mechanizmusait és ez
valtja ki a tlinetcsoportot (Biajolan és Takai, 1988).

A fontosabb foszfo-Ser/Thr-specifikus PPk koziil a PP1, PP2B, PP2C aktivitasat az
OA csak magas, 0,1 uM feletti koncentraciokban gétolja. A PP2A, valamint az 0j tipust
ezen enzimek félmaximalis gatladsdhoz 1-10 nM OA-ra van sziikség (Scheppek ¢és mtsai,
1997). Az OA alkalmazéasaval viszonylag megbizhatéan elkiilonithetjik a PP2A-hoz
rendelheté defoszforilacidos mechanizmusokat a tobbi fontosabb foszfo-Ser/Thr-specifikus
foszfataz altal katalizalt folyamatoktdl, azonban nem tudjuk ezzel a moédszerrel az uj tipusu

PP aktivitasokat elkiiloniteni a ténylegesen a PP2A 4ltal katalizalt folyamatoktol. Mai
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ismereteink szerint az OA kozvetleniil nem gatolja mas tipusi enzimek (pl. protein
kinazok) aktivitasat (Biajolan és Takai, 1988, Davies és mtsai, 2000). Az OA sejttipustol
fliggden moddosithatja a kiilonb6z6 citoszkeletalis elemek szerkezetét (Lin és Arndt, 1995;
Maier ¢és mtsai, 1995; Menzel és mtsai, 1995). Ugyanakkor szdmos kozlemény
hangsulyozza az OA tumorpromoter szerepét is (Haystead és mtsai, 1989; Cohen €s mtsai,
1990). Megfeleld ideig és megfeleld koncentracidban alkalmazva azonban az OA kezelést,
nagyon hatékony eszk6z birtokdba juthatunk, melynek segitségével a PP2A cellularis
folyamatokban vitt szerepét tanulmanyozhatjuk.

A foszfataz inhibitorok mellett joval nagyobb szdmu a kiilonb6zd kinazokat, sét,
azok izoenzimjeit specifikusan gatld kinaz-inhibitort ismeriink. A foszfatazok és kindzok
aktivitdsanak gatlasa kiilonbozd specificitasi inhibitorokkal 10j lehetdség ezen enzimek
funkcidinak és egymadssal, illetve a szubsztratokkal valdé kolcsonhatasaiknak,
sejtpermedbilis inhibitorok esetén pedig a kiillonb6zd sejtfunkciokban valo résztvételitknek
a megvilagitasara. A kinadzok ¢és foszfatdzok esszencidlis szerepére utal inhibitoraik
erbteljes citotoxikus hatasa, Ovatos és koriltekintd alkalmazasuk azonban értékes
eredményekkel segiti a fehérjefoszforilacids mechanizmusok jobb megértését (MacKintosh
¢s MacKintosh, 1994). Mivel az inhibitorok alkalmazasa sordn a gatolt enzim(ek)
valamennyi szubsztratjanak valtozik a foszforilaltsagi allapota, ezért az eredmények
interpretalasa, a targetszubsztratok természetének meghatarozasara iranyuld taldlgatdsok

visszafogottsadgot igényelnek.

1.9. Ser/Thr-specifikus foszforilacio jelentésége a porcdifferen-

ciacioban

A fentebb emlitett Ser/Thr-specifikus kinazok koziil tobb részvétele is jol ismert a
porcdifferencidciod befolyasoldsaban, igymint PKA (Leonard és Newman, 1987; Zhang és
mtsai, 1996; Lee és Chuong, 1997), egyes PKC izoenzimek (Sonn €s Solursh, 1993; Choi
¢s mtsai, 1995), a TGFB-receptor szupercsaladba tartozé receptor Ser/Thr kindzok (Kulyk
¢s mtsai, 1989; Leonard és mtsai, 1991), valamint a kiillonb6z6 MAP-kinazok (Chang és
mtsai, 1998 ; Oh és mtsai, 2000).

A porcdifferenciacio korai szakaszaban zajlé mezenchimalis kondenzacié sordn a
TGFP szupercsaldd tagjai altal inicialt jelatviteli folyamatok jelentdsége kozismert.
Aktivin, BMP-2 és TGF egyarant befolyasoljak mind az N-CAM, mind a fibronektin,
valamint a fibronektin-k6td integrin tipus expressziojat (Hall és Myake, 1995). A
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porcdifferenciacio soran jelentds szerepe van a cAMP altal medialt jelatviteli folyamatnak,
melynek soran PKA foszforildlhat kiilonb6z0 szubsztratokat, példaul a CREB-csalad
transzkripcids 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
foszforilacidjahoz vezetd jelatviteli mechanizmus nem csupan a cAMP, hanem a BMP-2
altal inicialt jelatviteli folyamat is lehet (Lee ¢és Chuong 1997). A SOX9
foszforilalédasahoz vezetd cAMP ttvonal trigger molekuldja feltehetdleg a parathormon-
szer(i fehérje (parathormon-related peptide; PTHrP; de Crombrugghe és mtsai, 2000). A
foszforilacidval aktivalt SOX9 transzkripcids faktor serkenti a II. tipusu kollagén és az
aggrekan tengelyfehérje expresszidjat (de Crombrugghe €és mtsai, 2000, Sekiya és mtsai,
2000). Az intracellularis Ca®"-szint emelkedése altal elinditott és a PKC aktivalodasaval
jarod jelatviteli folyamat targetmolekuldja is lehet a CREB-csalad tagja (Xie és Rothstein,
1995). Az is ismert, hogy a PKC aktivitds gatldsa a porcdifferenciacio gatldsdhoz vezet
(Sonn ¢és Solursh, 1993). Arra nézve azonban nincsenek adatok, hogy a PKC foszforilalja-e
a CREB-et vagy esetleg a SOX9-et a porcdifferenciacio soran. Mindezek mellett fontos
hangsulyozni, hogy a PKA és PKC aktivitasat jelentds mértékben befolydsolja maguknak
az enzimeknek a foszforilaltsagi allapota. A defoszforilalt enzimek aktivitasa fokozodik és

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

Az iziileti porc megbetegedései vagy a végtagok vazanak fejlédési rendellenességei
az ¢letmindséget sulyosan rontd, gyakran fajdalmas elvaltozasok. Az iziileti porcot alkoto
hialinporc szerkezetének ¢és kialakuldsanak jobb megértése, illetve a végtagok csontos
vazanak templatjaul szolgald  porctelepek  1étrejottét  szabalyozd6  molekularis
mechanizmusok feltarasa eléremozdithatjdk ezeknek a megbetegedéseknek a jovobeni jobb
gyogyithatdsagat.

Nagy szamu irodalmi adat igazolja a porcdifferenciacidét reguldldo protein
foszforilaciés mechanizmusok fontossagat. Szamos protein kindz szerepét bizonyitottak a
kondrogenezis szabdlyozdsdban. Arrdl is vannak részleges informacioink, hogy ezek a
kindzok milyen szubsztratokon keresztiil fejtik ki hatdsaikat és azt is tudjuk, hogy kozottiik
szamos transzkripcios faktor is szerepel. A fehérje foszforilaciot reverzibilissé tevo protein
foszfatazoknak a porckialakulds szabalyozasdban vitt szerepérél azonban nem

rendelkeziink adattal. Ezért kisérleteink céljaul tiiztiik ki:

¢ megvizsgalni a fontosabb celluldris foszfo-Ser/Thr-specifikus foszfatdzok (PP1 és
PP2A) aktivitdsanak valtozésait a porcdifferenciacio soran;

% specifikus foszfataz-inhibitor(ok) alkalmazasaval felderiteni a porcdifferenciacioval
valtozo aktivitast mutatd foszfatdz gatlasanak hatasat a differencialodo sejtek egyes
funkcidira, illetve a porcdifferenciacio folyamatara;

& Osszefiiggést keresni a foszforilacios és defoszforilacios szabalyozo mechanizmusok

koz6tt kozos szubsztratmolekulak azonositasaval.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejttenyésztés

A porcosodd ,,micromass” mezenchimalis sejtkultirdk, mas néven high density
(HD)-kulturak alkalmazasa a porcdifferenciacié tanulmanyozasara évtizedek Ota ismert
modszer. A porcosodd mezenchimadlis sejteket Arbor Acres, illetve Ross és Hybro fajtaju
(valamennyi fehér hushibrid) csirkeembridk distalis végtagtelepeibdl izolaltuk. Mivel a
kontroll tenyészetekben kiillonbségek nem adddtak, ezért az embridk eltérd fajtait nem
tartottuk a kisérletek egyébként standard koriilményeit zavaro tényezonek. A kisérletekhez
hasznalt embriok Hamburger é¢s Hamilton szerinti 22-24-es stadiumu fejlettségliek voltak.
A protokollon (Ahrens és mtsai, 1977; Hadhazy és mtsai, 1982) — melyet az irodalomban
is kisebb-nagyobb moddositasokkal alkalmaznak — sajat kisérleteink igényeit figyelembe
véve n¢hany valtoztatast hajtottunk végre.

Az eredeti leiras szerinti 20 x 10° sejt/ml siirtiségii szuszpenziok helyett mi 15 x 10°
sejt/ml stiriiséglicket hasznaltunk és 5 egyenként 10-10 pl-es csepp helyett egyetlen 100 pl-
es cseppet cseppentettink egy milanyag feddlemezre (Nunc, Roskilde, Dania). A
fed6lemezeket tartalmazo milanyag Petri-csészéket 37°C-on, 5 % CO, és 95 % relativ
paratartalom mellett termosztalva, a sejteket 2 6ran at hagytuk kitapadni, majd 10 % fetalis
borjuszérummal kiegészitett, antibiotikumokat és antimikotikumot tartalmazé Ham’s F12
(Sigma, St. Louis, MO, USA) taptalajjal taplaltuk. A tdptalajt (amennyiben a kisérlet
menete masképp nem diktalta) masnaponta cseréltiik. A kicseppentés napjat a tenyésztés 0.

napjanak szamitjuk.

3.2. Protein foszfataz aktivitas gatlasa okadainsavval

Az okadainsavat (OA) (GIBCO, Gaithersburg, MD, USA) DMSO-val higitva -20
°C-on taroltuk felhasznalasaig. Az OA-t a tenyésztd médiumhoz kevertiik a megfeleld
koncentracio eléréséhez sziikséges mennyiségekben. A kultirdk OA-kezelése tobbféle
modon tortént.
1. A kultardkhoz 5, 10 és 20 nM OA-t adtunk a tenyésztés 2. és 3. napjan 4 oOra

id6tartamig (a behatési id0 leteltével normal taptalajra cseréltiik a médiumot).

2. Néhany esetben 50 és 100 nM OA-t adtunk hasonl6 intermittalé6 médon.
3. Mas tenyészeteket az elsé vagy a masodik tenyésztési naptdl kezdve folyamatosan 2, 4,

6, 8, 10 és 20 nM OA-val kezeltiink a tenyésztés befejezését jelentd 6. napig.
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A kisérletek kezdete soran egyes kultirdkat a higitott OA-k olddszerének (DMSO)
megfeleld koncentracidival kezeltiink. Mivel a DMSO-t kapott ¢és a kezeletlen kontrol
kultardk kozott nem tapasztaltunk eltérést, ezért a késObbiek sordan csak kezeletlen

kontrollokat alkalmaztunk.

3.3. Protein kinaz A gatlasa H89 inhibitorral

A PKA jelatviteli utnak a porcdifferenciacio szabalyozasdban jatszott szerepét egy
sejtpermedbilis kindz inhibitornak, a H89-nek a tenyésztdémédiumhoz vald adasaval
tanulmanyoztuk. A H89-et (Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA) DMSO-ban feloldva,
10 mM torzsoldatként -20 °C-on taroltuk felhasznalasdig. A kultirakat a tenyésztés elsd
napjatol négy kisérleti csoport kialakitasaval kezeltiik 20 pM H89-cel:
1. kezeletlen kontroll
2. 20 nM OA-kezelés a 2. és 3. tenyésztési napokon
3. folyamatos H89-kezelés az elsd naptol
4. folyamatos H89-kezelés az els6é naptdl kombindlva 20 nM OA-kezelés a 2. és 3.

tenyésztési napokon.

3.4. Fénymikroszkopos szerkezet vizsgalata és képanalizis

A kezelt és kezeltelen HD-kultarakat a tenyésztés befejezését jelentd 6. napon 40 %
formaldehid és abszolut alkohol 4:1 aranya keverékével fixaltuk. A kulturakat
dimetilmetilénkék (DMMK; Aldrich, Steinheim, Germany) 3 %-os ecetsavban oldott 0,1
%-os oldataval 5 percig festettiik, 3 %-os ecetsavval mostuk, majd gumiardbikummal
lefedtilk (Modis, 1991). Magas PG-tartalmanal fogva a porcmatrix erds, voros
metakromatikus szinben latszik az alacsony pH-n tortén6 DMMK festést kdvetden, mig az
ortokromatikus kék festddés elhanyagolhatd ilyen koriilmények kozott. A kultarak
fénymikroszkopos szerkezetét 0,1 % -os vizes DMMK festés utan vizsgaltuk.

A porccsomoOk nagysagat kompjuteres képanalizis segitségével hasonlitottuk 0ssze
a kiilonbozo6 kisérleti csoportok kozott. A képanalizishez Hitachi HV-C20 videokamerat,
Leitz Diaplan mikroszkopot és IMAN 1.4 (KFKI, Budapest, Magyarorszag) szoftvert
hasznaltunk. A kiilonb6zd kisérleti csoportokhoz tartozo, 25-25, illetve 10-10 kultara
kozepének 6,8x10° pm’—es részletében hasonlitottuk Gssze a porccal fedett teriiletek

atlagos nagysagat. Az adatok statisztikai analizisét ambiguity-probaval végeztiik el

(Bartels, 1979; Madis, 1991).
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3.5. Aktin mikrofilamentumok jelolése TRITC-falloidinnel

A kultardkat PBS-sel kétszer mostuk, majd -20°C-ra hiitétt acetonban 20 percig
fixaltuk. A fixalast kovetden szobahdmérsékletli PBS-es mosassal tartuk fel a sejteket. Az
aktin filamentumokat 0,2 pg/ml PBS-ben oldott phalloidin-TRITC (Sigma) 1 6ras nedves
kamraban tortént alkalmazasaval mutattuk ki. Ismételt PBS-es mosasokat kovetéen a
kultarakat Mowiol 40-80-nal (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) fedtiik le, majd Zeiss
LSM 400 lézer konfokalis mikroszkdppal, x40 NA plan neofluar objektivvel, 543 nm
HeNe laserrel gerjesztve, LP 570-es emisszios filtert alkalmazva vizsgaltuk. A képeket

LSM 3.8 alapprogram ¢és szoftvercsomag segitségével allitottuk eld.

3.6. Elektronmikroszkopos morfologiai vizsgalatok

A kiilonboz6 beavatkozasoknak a sejtek szerkezetére, illetve a porc extracellularis
porcos részleteinek elektronmikroszkopos Osszehasonlitdsdval elemeztik. A sejtek
szerkezetének vizsgalatara 0,02 M PBS-sel valé mosast kdvetd, PBS-ben oldott 2,5 %
glutaraldehides fixalas (Merck, Darmstadt, Germany) 4°C-on egy éjszakan at tarto
alkalmazasa utan kertilt sor.

Az ECM PG-jait a kovetkezd protokoll szerint vizsgaltuk: a kultardkat kétszer
atmostuk PBS-sel, majd 10 perces 2,5 %-os glutaraldehides elofixalast kovetéen a
fedolemezrol levalasztott kultarakon en bloc festést alkalmaztunk. 0,05 M natrium-acetat
pufferben (pH 5,8) oldott 2,5% glutaraldehid, 0,5 % kuprolinkék (CB; BDH Chemicals,
Poole, England) és 0,3 M MgCl, keverékével (mddositva van Kuppevelt €s mtsai 1985-ben
leirt modszerét), egy éjszakan at, 4 °C-on festettiink. A kultirakat PBS-sel alaposan
kimosva 1 orara 0,5 % -os vizes natrium-wolframat oldatba tettiik. Ezt kovetden mindkét
fixalasi modszerrel késziilt mintdk kozponti, porcos részének kb. 1 mm x 2 mm-es
darabkait dehidraltuk és Durcupan ACM-be (Fluka, Buchs, Svijc) agyaztuk be. A vékony
metszeteket slot gridekre téve, a CB nélkiil fixalt mintdkon olom-citrat és uranil-acetat
utokontrasztozast végeztiink. A metszeteket a Japan-Magyar Elektronmikroszkdpos

Kozpont JEOL transzmisszids elektronmikroszkopjaval vizsgaltuk.
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3.7. Kollagén- és proteoglikan mintak preparalasa

Nyolc napos tenyésztést kovetden a kezelt ¢és kezeletlen kultirakat a feddlemezrdl
levélasztottuk, folyékony nitrogénben homogenizaltuk ¢és az oldodo fehérjeket 4 M
guanidin-HCl-dal (Reanal, Budapest, Hungary), proteazgatlok jelenlétében +4 °C-on, 48
oraig extrahaltuk (Glant és mtsai 1986). Az extrakciot kovetéen a mintakat centrifugaltuk,
a feliiluszokat erdteljesen dializaltuk desztillalt viz ellenében, majd fagyasztva szaritottuk.
A kollagéneket kinyerendd a pelleteket 0,5 M ecetsavban mostuk €s 48 oran at pepsinnel
(Sigma) emésztettiik. A feliiliszokat tovabb tisztitottuk DEAE-Sepharose CL-6B
oszlopokon (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag), 0,1 M ecetsavas dializis utan fagyasztva
szaritottuk majd valamennyi minta fehérje és uronsav tartalmat megmértiik (Cs-Szabd és

mtsai, 1995).

3.8. Agaroz-poliakrilamid kompozit és SDS-poliakrilamid

gélek, Western blotok

A porckivonatokat nagy porusméretli agardz-poliakrilamid kompozit géleken
elemeztiik (Cs-Szabd és mtsai, 1995). A géleket toludinkékkel festettiik meg, hogy a PG-
kat lathatéva tegyiik. A pepszin-emésztett mintdkat 10 % poliakrilamid minigéleken,
redukalt kortiilmények kozott szeparaltuk (Laemmli, 1970). A fehérjéket elektroforetikus
uton, TRIS/glicin pufferben (pH 8,6) 80 V fesziiltséggel 1 o6ra alatt nitrocelluloz
membranra (Millipore, Bedford, USA) vittiik at. A nitrocellul6z membranokat 5 %, 20 mM
TRIS pufferben (pH 7,6) oldott BSA-nal, 137 mM NacCl jelenlétében, szobahdmérsékleten,
2 oOréan at kezeltik, majd csirke I., valamint II. tipust kollagén ellen termeltetett
poliklonalis antitestekkel (Biodesign, Kennebuck, USA) egy ¢éjszakan at reagaltattuk. Az
antitestek az adott kollagéntipusra nagymértékben specifikusak, egymas antigénjeivel nem
keresztreagalnak. A géleket erdteljesen atmostuk TWB-TWEEN-ben, majd az elsd
antitestet tormaperoxidazzal konjugalt nyul Ig ellenes masodik antitest (DAKO, Glostrup,
Dénia) szobahdn 2 oran at tartdo alkalmazasadval mutattuk ki. A kollagénspecifikus
csikokhoz bekotodott antitest-komplexeket H,O, szubsztrattal és diamino-benzidin
kromogénnel tettiik lathatova. Mivel a HD-kulturak nem csak porcsejteket, hanem
elsdsorban a kolonidk periféridjan, mezenchimalis sejteket és fibroblasztokat is
tartalmaznak, az I. tipust kollagén jelenlétének kimutatdsaval arra a tényre kivantunk
ramutatni, hogy az altalunk végzett kisérletek nem befolyasoljdk kéarosan a kulturakat

normalisan is alkoto egyéb sejtek jellemzo bioszintetikus aktivitasat sem.
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3.9. Enzimaktivitas mérések

A kezeletlen kontroll sejtekben mérheté PP2A enzimaktivitdsokat 1, 2, 3, 4 és 6
napos korban, a fed6lemezekrdl mechanikus tton (miianyag sejtkaparé lapattal) eltavolitott
kultirdk homogenizatumaban vizsgaltuk. Az eltavolitds elétt és utan a kulturdkat
fiziologias NaCl oldatban mostuk, centrifugaltuk (1200 rpm, 4°C, 5 perc), majd Eppendorf
csovenként 3-4 kultarat, 100 ul protedzgatlokat tartalmazd homogenizalé pufferbe (50 mM
TRIS pH 7,5, 1| mM EGTA, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidin, 50 mM B-merkaptoetanol)
tettiik. A mintdkat felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Kiolvasztds utan a kulturdkat
homogenizalas €s a sejtek feltarasa végett szonikaltuk (Branson Sonifier, Danbury, USA;
pulzald, 60 ciklus, 2 perc), majd centrifugaltuk (10000 rpm, 4 °C, 15 perc). A feliiliszobol
vett mintakon **P-jelzett foszforilazzal (10 puM) foszfatiz aktivitisméréseket végeztiink,
ahol egy egység proteinfoszfatdz lpumol Pi—t szabadit fel a foszfoszubsztratbol. Az
aktivitdismérések részletes leirdsa Muranyi és mtsai 1998-ban megjelent kdzleményében
talalhato.

A PKA aktivitds mérése ““P-nak [y-32P]ATP-b61 (Amersham Pharmacia, Biotech,
UK) hiszton ITA szubsztratba (Sigma, St. Louis, MO, USA) valo beépiilésének
detektalasaval tortént (Corbin, 1974). Az aktivitdismérésekhez a mintakat ugyanagy

preparaltuk, mint a foszfataz-assay-k esetében tettiik azt.

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

mennyiségének vizsgalata immunoblottal

A 100 ul lizis-pufferben felvett mintakhoz 1/5 r1ész 5x-0s toménységi
elektroforézis mintapuffert ( 310 mM TRIS pH 6.8, 10% SDS, 50 % glicerol, 100 mM
DDT, 0,01% brém-fenolkék) adtunk és 10 percig forraltuk. A mintdk szeparalasa (10 %
SDS-PAGE) utan 17 6ran at, 25V fesziiltséggel atvittiik azokat nitrocellul6z membranra. A
membrant PBS-ben oldott 5 % zsirmentes tejpor és 0,1 % Tween keverékével blokkoltuk,
majd a PKA o-katalitikus alegység N-terminalisanak 7-21 aminosavmaradéka ellen
termeltetett antitestnek (Calbiochem, San Diego, CA, USA) az 1:1000 higitasaval
reagaltattuk. Masodik antitestként tormaperoxiddzzal konjugalt, kecskében termeltetett

nyul IgG-ellenes antitestet (1:5000) alkalmaztunk. A jeleket kemilumineszcencias

modszerrel tettilk 1athatovd (Amersham Pharmacia Biotech, UK). A CREB ¢és P-CREB
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vizsgalata a fentebb leirtakkal megegyezé6 modon eldkészitett mintdkbdl, azonos
modszerrel, az alabbi elsé antitestek felhasznaldsaval tortént: peptidszekvencia ellen
termeltetett anti-CREB és anti P-CREB antitestek, 1:1000-es higitasban (Upstate, Lake
Placid, NY, USA).

3.11. A sejtproliferacio vizsgalata 3H-timidin-beépiilés

mérésével, valamint BrdUrd-inkorporacio valtozasainak

vizsgalataval

A tenyésztéshez hasznalt sejtszuszpenzid 15 pl-es cseppjeit 96 lyuku mikrotiter
plate-ek lyukaiba cseppentettiik és ugyanolyan kisérleti koriilmények kozott tenyésztettiik,
mint a Petri csészékben novo kultardkat. A 2. tenyésztési napon, a masodik OA kezelést
kévetéen 1 pCi/ml *H-timidint (torzsoldat: metil->H-timidin, 37 MBq , 1 mCi/ml 185 GBq;
Amersham, Little Chalfont, UK) adtunk minden egyes kultura tapfolyadékahoz 16 6ran at.
A médium eltavolitasa utdn néhany oran at normal taptalajban tartottuk a kultirakat, hogy
az esetleg aspecifikusan bekotddd radioaktiv anyag kimosodjon. Ezt kovetéen PBS-sel
kétszer atmostuk a kulturakat, majd 5 % triklorecetsav 20 perces alkalmazasaval kicsaptuk
a szolubilis fehérjéket, kalcium/magnézium-mentes PBS (CMF-PBS)-es oOblitéseket
kovetéen a tenyészetek sejtjeit CMF-PBS-ben oldott 0,25 % tripszinnel emésztettiik
(1:250, Sigma) (37°C, 10 perc), végil félautomata sejt-harvesterrel (Skatron, Lier,
Norvégia) sziireteltiik. A sejteket szcintillacios filterpapirra szdritottuk ra, majd a
szcintillacios folyadék hozzdadasa utan a radioaktivitdst béta-szamlaloval (Pharmacia,
valtozasait 3 és 6 napos kezelt és kezeletlen kulturdkban. A mérési adatok statisztikai
elemzését F-probaval végeztiik.
A proliferacio BrdUrd beépiiléssel tortént vizsgalatat Balazs és mtsai (1991) modszere
szerint végeztiikk. A véletlenszeriien kivalasztott 2, 3, és 6 napos OA-kezelt és kezeletlen
kontroll kultardk médiumahoz 20 uM BrdUrd-t (Sigma) adtunk 1 oran at, majd a
kultarakat CMF-PBS-sel mostuk. A koldnidkat 0,15 % EDTA és 0,25 % tripszin
keverékével 10 percig, majd 5x10° E/mg pronazzal (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) 55
percig emésztettiik, centrifugaltuk, CMF-PBS-sel mostuk ¢és ismételt centrifugalas,
reszuszpendalas utin CMF-PBS-ben oldott, el8hiitott 70 %-os etanollal fixaltuk, 4 °C-on
taroltuk. A fixalt sejteket Cytospin-3 centrifugaval (Shandon, Astmoor, UK) szélesztettiik
targylemezre, majd levegdn kiszaritottuk. A sejteket 2,5 M HCI ¢és 0.5 % Triton-X 100
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PBS-ben oldott keverékével 10 percig denaturaltuk ¢és permeabilizaltuk, majd
monoklondlis anti-BrdUrd antitesttel (Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA; 1:50) 1
Oran at reagaltattuk. PBS-sel valé mosas utan masodik antitestként anti-mouse IgG- FITC
(Sigma; 1:500, 30 perc) jelolést alkalmaztunk, a sejtmagokat propidium-jodiddal (Vector,
Burlingame, CA, USA) megfestettiik és a BrdUrd pozitiv sejtek aranyat szamoltuk a teljes
sejtmag-festett sejtszamhoz viszonyitva. Mivel a sejtproliferacio valtozasainak tendenciai
mindkét moddszerrel azonosnak bizonyultak, ezért a H89-kezeléssel kombinalt

kisérletsorozat esetében mar csak a timidinbeépiilés valtozasait vizsgaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Fénymikroszkopos morfologia az OA-kezelések utan

Ismert, hogy a HD-kultirdkban ndvekvd sejtek tilnyomo tobbsége olyan
mezenchimalis sejt, melyek tobb 1épéses differenciacios folyamat sordn, a tenyésztés
masodik ¢és harmadik napjan porcsejtekké alakulnak. A metakromazids porcmatrix
megjelenése a harmadik tenyésztési nap végétdl lathatd. A koldnidkban nem tul nagy
szamban ugyan, de mioid és epitelialis sejtek is jelen vannak, valamint a kultirdk kdzponti,
porcosodd  részét mindig koriilveszi egy  valtozd  kiterjedésli, nyulvanyos

mezenchimalis/fibroblaszt tipusu sejtekbdl allo ,,gallér”.

4.1. tablazat

Kisérleti csoportok Atlagos SD Relativ atlagos tertilet
n =25 minden metakromazias teriilet (%)
csoportban (um?)
kontroll 1664927 382933 (23 %) 100
5nM OA 2006462* 280904 (14 %) 120
10 nM OA 2239856%** 425572 (19 %) 134
20 nM OA 3579721 *** 680146 (19 %) 215

*A =0,790 (kis kiillonbozoség)
**A = 0,624 (Iényeges kiilonbozdség)
*** A = 0,08 (teljes elkiiloniilés)

4.1. tablazat. A metakromazidas porcteriiletek nagysaganak valtozasai az alkalmazott OA-
koncentraciok fiiggvényében

A metakromézidsan festddd porcmatrixszal fedett teriiletek nagysagat 6 napos high density
kultirakban 6,8x10° pm” nagysagn kozponti teriiletekben mértiik savas DMMK  festést
kovetden. Az adatokat hisztogramokon &brazoltuk és ambiguity probaval (Bartels, 1979;
Modis, 1991) értékeltiik. Ezt a probat alkalmazva, egy un. ambiguity értéket (A)
szamolunk, melynek értéke 1,0 (nincs kiilonbség) ¢és 0 (teljes elkiiloniilés) kozott valtozhat.
Ha A < 0,7, a két adathalmaz kozott szignifikans eltérés van.
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A DMMK-festést kdvetden metakromazidsan festddo, porcnak megfeleld teriiletek
nagysaganak mérésével nyert eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy az OA
koncentracio-fiiggd modon serkentette a HD-kulturakban a porcképzddést. A masodik és
harmadik tenyésztési napon alkalmazott 5 nM OA 20 %-0s, nem szignifikans porcteriilet-
novekedést okozott. Amennyiben 10, illetve 20 nM koncentraciokban adtuk az OA-t 34,
illetve 115 %-os szignifikdns mértékii porcteriilet-ndvekedést mértiink (4.1. tablazat).

Az OA kezeléseket kovetden a tenyésztés végére kialakuld porccsomdk, valamint a
kultirdk egyéb részleteinek fénymikroszkdpos morfologidja, amint azt vizes DMMK
festést utan lattuk, megegyezo volt a kezeletlen kontroll kultarakban névekvd kolonidk
felépitésével.

Az  OA-kezelések idopontjanak kivalasztdsa kritikus volt a kisérletek
eredményessége szempontjabol. Valamennyi sejtet elveszitettilkk, ha az OA adasat a
sejtszuszpenziok kicseppentését kdvetden, a 0. napon megkezdtiik és a sejtek tObbsége
felvalt, ha az els6 OA-kezelést az 1. tenyésztési napon hajtottuk végre. Ha az OA adasat a
negyedik tenyésztési napon vagy anndl késObb kezdtik, a porcképzddés mértéke
gyakorlatilag valtozatlan maradt. A nyilvanyos mezenchimalis sejtek 10 nM és 20 nM OA
adasat kovetden egyarant nagyszamban kerekedtek le. Az OA magasabb koncentracidkban
(50 és 100 nM) valé alkalmazdsa — feltehetéen a szer toxicitdsa miatt — a kultarak
folyamatos alkalmazédsa mellett a kultirdk részben vagy teljesen levaltak a festési eljaras
soran a fedélemezrdl, igy ezeknek a kisérleteknek az eredményeit nem lehetett mérésekkel
dokumentélni, bar a porcosodas dozis-fiiggd, a koncentracié emelkedésével egyre erds6dd
serkentése nyomon kdvethetd volt. Az OA 2 nM-os koncentracidoban vald adasdnak (ez a
PP2A aktivitds félmaximalis gatlasanak megfeleld koncentracio!) lathat6 hatdsa nem volt.
Ez arra utal, hogy az OA intracellularis koncentracidja feltehetdleg alacsonyabb, mint a
tenyésztd médiumban mérhetd koncentraciok, a sejtpermeabilitds nem kielégitd volta

miatt.
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4.1. abra. Lézer konfokdlis mikroszkoppal késziilt mikrofotok TRITC-falloidinnel jelolt, 3
napos HD-kulturadkrol

A kezeletlen kontroll kultirakban megtartott aktinfilamentum rendszer dbrazolodik (a), 20
nM OA adasat kovetéen az aktin filamentumok szamos sejtben széttoredeztek és a
sejtmembran alatti nem filamentdzus elrendezddésii aktin lathato, az ilyen valtozast
szenvedett sejtek lekerekedtek (b). A skala 25 um-t jelképez.

Mint azt TRITC-phalloidin jelolést kovetden konfokalis mikroszkoppal vizsgalodva
lathattuk, a sejtek lekerekedését az aktin filamentumok széttdredezése és az aktin
sejtmembran alatt vald tomoriilése okozta (4.1. dbra). A folyamat reverzibilisnek bizonyult,
az aktin filamentézus szervezddése az OA eltavolitasat kovetden néhany oOran beliil
visszaallt.

Az elektronmikroszkopos felvételek tanubizonysaga szerint, az OA-kezelést
kovetden kialakult porccsomokban a sejtek nagymértékben hasonlitanak a kezeletlen
kolénidk porcsejtjeihez, az egyetlen kiillonbség a kissé tagultabb endoplazmatikus

retikulum ciszterndk nagyobb szdm jelenléte (4.2. dbra a és b rész).

4.2. A porcmatrix elektronmikroszkopos morfologiai és

biokémiai elemzése

A kulturdk porcmatrixdnak elektronmikroszképos elemzése soran mind a
kezeletlen, mind a 20 nM OA-val kezelt kolonidkban vékony kollagénfilamentumok altal
kialakitott rosthaldzat volt lathatd (4.2. abra a és b rész). A PG molekulékat szelektiven
kimutat6 koriilmények kozott alkalmazott kuprolinkék festéssel egyértelmiien lathato volt,

hogy a kezeletlen és az OA-kezelt kultarak porcmatrixaban a PG-k alakja, eloszlasa akar a
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pericelluléris, akar a sejtekt6l tdvolabbi matrix-részleteket vizsgaltuk, nem mutatott

Iényeges eltérést (4.2. abra c és d rész).

4.2. abra. Elektronmikroszkopos felvételek 6 napos HD-kulturakrol

A kezeletlen kontroll (a) és a 20 nM OA-val kezelt (b) kultrdkban talalhat6
kondrocitdk morfoldgiaja erdteljes hasonldosagot mutat. Mindkét kisérleti
csoportban taldlhatd sejtek nagyfoka bioszintetikus aktivitdsara utalnak a
tdgult endoplazmatikus ciszterndk (*). Finom kollagén filamentumok
(nyilhegyek) talalhatoak a sejtek koriili ECM-ban.
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En bloc CB-festéssel mutattuk ki a kultirak ECM-ban talalhaté PG-kat
(nyilhegyek), 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 soran azt tapasztaltuk, hogy a 20 nM OA-val kezelt
kultrdk nedves sulya lényegesen nagyobb volt, mint a kezeletlen kontrolloké, de az
egységnyi (1 mg) tomegli fagyasztva-szaritott tenyészetekben mért fehérje- és uronsav-
tartalom megkdozelitéleg azonos értékeket mutatott. A PG-k méretbeli megoszlasa és a
kiilonb6zé molekulatomegii PG-k aranya ugyanolyan volt a kezeletlen és a kezelt
kultaradkban, amint a kompozit gélekben lathatd savok mutatjak (4.3. abra). Ezen beliil, a
legnagyobb mennyiségben izoladlt PG molekula mind a kezelt, mind a kezeletlen

kultirdkban az aggrekdnnak megfeleld molekulatomeggel rendelkezett.

kontroll OA
PG-aggregatum —»
PG-monomer —>
kis PGk —>
aggrekan

4.3. abra. A kulturak ECM-nak PG dsszetétele gélelektroforézissel vizsgalva

A 8 napos kulturdk homogenizatumat 4 M-os guanidium HCI-dal extrahaltuk és
poliakrilamid kompozit gélekre toltve, toluidinkék festéssel mutattuk ki a kiilonb6zo
molekulatomegii PG molekulékat. A kezeletlen kontroll és a 20 nM OA-val kezelt kultarak
PG o0sszetétele teljesen hasonld mintdzatot mutat, egyarant megtalalhatok a hialuronsav-
aggrekan aggregatumok (felsé sav), aggrekan monomerek (k6zépsé sav), valamint a kis
molekulatomegti PG-k (also sav).

32



kontroll OA OA kontroll

<4— 97 kDa

I. koll. I1. koll.

4.4. abra. A kulturak ECM-ban jelenlévé fobb kollageén tipusok elemzése immunoblottal.

A 8 napos kultarak homogenizatumat pepsinnel emésztettiik, majd az Anyag ¢s Modszer
fejezetben leirtak szerint immunoblottoltuk. A membrénokon egyetlen sav volt lathato,
mely megfelel az 1. illetve II. tipust kollagének kb. 100 kD-os molekulatdomegli o
lancainak.

A kultardk matrixdban jelenlevd kollagének tipusmegoszlasa azonos volt mindkét
kisérleti csoportban (4.4. abra). Az OA kezelést kovetden csokkent mennyiségben
izolaltunk I. tipusu kollagént a kulturdk matrixabol, ami annak a kdvetkezménye, hogy az
OA-kezelt kolonidk periféridjan kevesebb mezenchimalis sejt talalhatd, mint a kezeletlen
kontroll kultarakban. A pepszinnel oldott mintdkban csupan egy, 100 kDa molekulatomegii

fehérjesav festddik, ami az I. és II. tipusu kollagének a lancanak felel meg.

4.3. Protein foszfataz aktivitasmérések a HD-kulturak
homogenizatumainak feliiluszéiban
A HD-kultardk homogenizatumainak feliiliszoiban mértiik a protein foszfataz

enzim-aktivitasokat. A kilonboz6 OA koncentraciok mellett detektalt foszfataz aktivitasok
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szignifikans csokkenést mutattak mar 2 nM OA jelenlététdl kezdve, mely tény
egyértelmiien bizonyitja, hogy az 1igy mért enzim-aktivitdas PP2A katalitikus
tevékenységének az eredménye. Mivel 10 uM OA teljesen gatolta a foszfataz aktivitast a
homogenizatumokban, ezért arra kovetkeztettiink, hogy a HD-kultardkban jelen 1évd
foszfatdz aktivitdis a PP2A és a PP1 katalitikus miikodésének a kovetkezménye. A
kolénidkban a PP1 aktivitdsat inhibitor-2 jelenlétével szelektiven gatoltuk, majd igy

mértiuk a PP2A aktivitasat.
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4.5. abra. A PP2A aktivitas valtozasa az alkalmazott OA-koncentracio fiiggvényeben

A masodik és harmadik tenyésztési napokon 4-4 6rdig alkalmazott 5, 10 és 20 nM OA-
kezelés hatasara csokkent a kulturak homogenizatumainak feliiluszéiban mérhetd6 PP2A
aktivitas. A kezeletlen kontrollhoz képest (0-val jelolt oszlop) szignifikans aktivitas-gatlast
okozott a 20 nM OA (* P < 0.05). A két napos kezeletlen kontrollban mért teljes foszfataz
aktivitast tekintettiik 100 %-nak. A tenyésztés sordn alkalmazott OA koncentraciofiiggd
moddon gatolta a PP2A aktivitasat.

Amint azt a 4.5. abran bemutatjuk, a 2. ¢és 3. tenyésztési napokon adott 20 nM OA
szignifikansan lecsokkentette a kolonidkban mérhetdé PP2A katalitikus aktivitasat. A
tovabbi mérések soran arra a kérdésre kerestlink valaszt, hogyan valtozik az egyre 1d6s6do
¢s igy egyre differencidltabb porcsejteket tartalmazo kolonidkban mérhetd PP1 és PP2A

aktivitas.
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4.6. abra. A PPl ¢és PP2A aktivitas valtozasa a kezeletlen kontroll tenyészetekben (a),
illetve 20 nM OA hatasara (b) a kulturak életkoranak fiiggvényében

Az  enzim-aktivitdsokat  kiilonbozo  életkoru  kezeletlen  kontroll  kulturdk
homogenizatumainak feliiliszoiban mértiik. A PP1 aktivitasat 2 nM OA (vilagos
oszlopok), mig a PP2A aktivitasat pedigl00 nM inhibitor-2 jelenlétében (sotét oszlopok)
vizsgaltuk. A PPl-aktivitasok alig valtoznak (P > 0.65), a PP2A-aktivitasok azonban
szignifikans csOkkenést mutatnak a kulturdk differencialédasaval parhuzamosan (a). A
masodik ¢és harmadik tenyésztési napon adott 20 nM OA a PP1 aktivitdsait nem
befolyasolta, azonban szignifikdnsan gatolta a PP2A-t és az aktivitds mindvégig igen
alacsony, de valtozatlan szinten maradt (P > 0.65) (b). A statisztikai elemzéseket Student ¢-
probaval végeztiik.

Azt talaltuk, hogy mig a PP1 enzimaktivitds magas és gyakorlatilag valtozatlan

------
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parhuzamosan egyre alacsonyabb szintre esik vissza. A legjelentdsebb aktivitds-csokkenés
a 2. és 3. tenyésztési napokon kovetkezik be (4.6.a abra), amikor a HD-kultirdkban a
PP2A-nak jelentdsebb szerepe van a porcdifferenciacio szabalyozdsdban, mint a PP1-nek.
A tenyésztés folyaman mindvégig magas és valtozatlan PP1 aktivitas ezen enzim egyéb, a
sejtek életében feltehetdleg nem kevésbé fontos folyamatokban vitt esszencidlis szerepére
maradtak, azonban a PP2A aktivitasa szignifikdansan lecsokkent a kontroll kultardkban

mérheto értékekhez képest, s a tenyésztés végéig alacsony szinten maradt (4.6. b abra).

4.4. A H89-kezelés hatasai a porcdifferenciaciora

Az els6 tenyésztési napot kovetden a tenyésztd médiumban folyamatosan jelenlevd
HS89 hatéséra, a 6 napos HD kultirakban szinte teljesen hidnyzott a porcképzddés (kontroll
4 %-a), amint azt savas DMMK festést kovetden lattuk (4.7. abra a és c rész).

Ha a H89-cel kezelt kulturakhoz OA-t adtunk a mésodik €s harmadik tenyésztési
napon, a porcmatrixszal fedett teriiletek nagysaga haromszorosara nétt (a kontroll 11 %-a)
a 6 napos kultirdkban mérve (4.7. adbra c és d rész). Ezek mellett jol megfigyelhetd a
porcalapallomannyal fedett teriilet nagysaganak jelentés (87 %-os) ndvekedése az OA-
kezelés hatasara (4.7. abra a és b rész).

Vizes DMMK festéssel jol lathato volt, hogy a H89-kezelt kondrogenikus sejtek
kialakitottdk a sejtaggregatumokat a tenyésztés kezdetén, mert szdmos ortokromazidsan
festddd porccsomo volt lathatd a H89 kezelt kulturdkban. A kondenzaciot kovetden a
sejtek azonban feltehetéleg nem differencidlédtak tovadbb porcmatrixot termeld
kondrocitakka (4.8. éabra), erre utal a kontroll kulturdkhoz képest elenyészd nagysagu
metakromazidsan festdédd porcmatrixszal boritott részlete a H89-kezelt tenyészeteknek.
Ebbdl a ténybdl arra kovetkeztettiink, hogy a PKA elsdsorban a kondrogenikus sejtek

rrrrrr

sejaggregatumok kialakuldsanak szabalyozaséban.
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4.7. abra. Metakromazidasan festodo porcteriiletek 6 napos high density kulturaban, 3 %-os
ecetsavban oldott DMMK- kel torténd festést kévetoen

A porccal fedett teriiletek nagysagat minden egyes kisérleti csoport esetében 10 kiilonbdz6
kultara, egyenként 6,8x10° um?” nagysagu centralis teriiletéré] késziilt felvételekben mértiik
meg. Metakromdzidsan fest6dott teriilet a kezeletlen kontroll csoportban (a), a 2. és 3.
tenyésztési napokon 20 nM OA-val kezelt (b), a tenyésztés 1. napjatél 20 uM H89-cel
kezelt (c¢), valamint 20 uM H89-cel és 20 nM OA-val egyiittesen kezelt tenyészetekben
(d). A metakromazias teriiletek kontrollhoz viszonyitott szazalékos nagysagat feltiintettiik
az egyes abrarészleteken. A fotok tobb fiiggetlen kisérletben megfigyeltek atlagat
reprezentaljak. Skala = 100 pum.
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4.8. abra. Kezeltelen kontroll (a) és H89-kezelt (b) 6 napos kulturakban lathato sejtkolonidak

attekinto képe vizes DMMK festést kévetéen

A kontroll kultaraban (a) nagyszami, metakromazidsan festddé porccsomo lathatd. A H89-cel kezelt
koloniak (b) metakromaziasan festédé részlete igen csekély, az ortokromaziasan festddd sejtcsoportok
jelenléte azonban jol megfigyelhetd.
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4.5. A PKA aktivitas valtozasai a kontroll és a H89-kezelt

kulturakban
4000
— kontroll
T ESSSY OA
E NN xxxxx3 H89
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4.9. abra. PKA aktivitasok a kiilonbozo életkoru kulturak homogenizatumainak
feliiluszoiban mérve

A HD-tenyészeteket 20 nM OA-t ¢és/vagy 20 uM H89-t tartalmazo, illetve normal
taptalajjal etettiik, az Anyag és Moddszer fejezetben leirtaknak megfelelden. Az dbrazolt
PKA aktivitasi értékek 4 fliggetlen kisérlet atlagértékei. A PKA aktivitas szignifikdns (p <
0,02) eltéréseket mutatott, kivéve a 2 napos-OA kezelt kultirdkban mért értékeket a 2
napos kontrollhoz viszonyitva, illetve a 6 napos H89+OA kezelt kulturdkat dsszevetve a 6
napos kezeletlen kontrollokkal (ezeket csillaggal jeloltiik).

A kiilonbozd életkortt kontroll kultirdk homogenizatumainak feliiliszoiban mért
PKA aktivitasok a porcdifferenciacio elérehaladtaval parhuzamosan egyre csokkentek. A
kontrollokhoz viszonyitva valamennyi vizsgalt napon szignifikdnsan alacsonyabb PKA
aktivitdsokat mértiink a 20 uM H89-cel kezelt tenyészetekben, mig az OA-kezelés mind
H89-cel parhuzamosan alkalmazva, mind anélkiil jelentdsen fokozta a kulturdkban mérhetd
PKA aktivitasokat (4. 9. dbra). Az enzimaktivitasi mérések soran a kozegekhez adott OA
nem befolyasolta a PKA aktivitasokat, csak a PP2A-t gatolta.
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4.6. PKA o-katalitikus alegység (PKA-Ca) mennyiségének

valtozasa
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4.10. abra. A PKA o-katalitikus alegység mennyisége Western blottal vizsgalva

A kiilonboz6 életkoru kezeletlen kontroll és a kiilonféle médokon kezelt kultarakban a
PKA a-katalitikus alegységet az N-terminalis 7-21 aminosavmaradék ellen termeltetett
monoklonalis antitesttel mutattuk ki, az Anyag és Mddszer fejezetben leirtak szerint. Az

egyes futtatott oszlopoknak megfeleléen mintegy 15 pg fehérjét vittiink fel a nitrocelluléz
membranra.

A PKA-Ca mennyisége a porcdifferenciacio eldérehaladtaval fokozatosan csokkent
a kontroll kultarak lizatumaban. A kontrollokhoz viszonyitva sem OA, sem H89 hatasara

nem valtozott az expresszaldodé PKA-Co mennyisége egyik vizsgalt kisérleti napon sem
(4.10. abra).
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4.7. A CREB és P-CREB mennyiségének valtozasai a kiilonb6z6

életkoru kezeletlen, valamint OA- és H89-kezelt kulturakban
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4.11. abra. A CREB és P-CREB mennyiségének valtozasai Western blottal vizsgalva

A 2, 3 és 6 napos kezeletlen kontroll, OA-, H89-, valamint OA+H89-kezelt kulturak
lizispufferben felvett teljes lizatumabol preparalt mintdkban az Anyag ¢s Modszer
fejezetben leirtak szerint mutattuk ki a CREB (a) és a P-CREB (b) mennyiségét.

A CREB ¢és P-CREB mennyisége a porcdifferenciacio eldrehaladtaval nem
valtozott jelentdsen, amint azt a kiilonbozd életkora kezeletlen kontroll tenyészetek
lizatumaiban vizsgéalva tapasztaltuk. OA hatdsdra a CREB mennyisége kissé¢ emelkedett,
mig a P-CREB mennyiségének OA-kezelést kovetd erdteljes fokozddasat tapasztaltuk
valamennyi vizsgalt napon. A leglatvanyosabb P-CREB-mennyiség-emelkedést a masodik
tenyésztési napon alkalmazott OA-kezelést kovetden lattuk. A H89-kezelés kismértékben
csokkentette a CREB, mig jelentds mértékben csokkentette a P-CREB mennyiségét a
vizsgalt kisérleti napokon. H89 és OA egyiittes alkalmazasa utan a kontrollokban talalt

sdvok intenzitdsdhoz hasonl6 jeleket detektaltunk (4.11. a és b dbrék).
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4.8. A sejtosztodas valtozasainak vizsgalata

Az egyes kisérleteken beliil tapasztalt sejtproliferacié valtozasok tendencidja
ugyanaz volt, azonban a parhuzamos kisérletek mérési eredményeinek atlagoldsa nagy
standard hibat eredményezett. Ez¢ért a 4.12. abran egy reprezentativ kisérlet eredményeit

mutatjuk be.
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4.12. dbra. A sejtosztédas vizsgdlata [P HJtimidin-beépiilés mértékének a mérésével

A radioaktiv izotopot 16 oraig hagytuk a jelzett életkort, kiillonbozé kisérleti csoportokhoz
tartozd kolonidk tdptalajaban. Az adatok 4 fiiggetlen kisérletben tapasztalt eltérési
tendencidkat abrazolnak, egy kivalasztott kisérlet eredményei alapjan. Kisérleti
csoportonként 10-10 mintdban mértiik a radioaktivitast, a mérések SD-jét az oszlopokon
feltlintettiik. Az adatok statisztikai elemzését F-probaval végeztiik, p < 0,002, az adott koru
kezeletlen kontrollhoz viszonyitottan nem szignifikans eltéréseket csillaggal jeldltiik.
Egyetlen kisérleti napon sem taldltunk szignifikans kiilonbséget a H89-cel valamint a
H89+0A-kezelt tenyészetek timidin-beépiilései kozott.

Az 1d0s0dd és egyre differencialtabb sejteket tartalmazo kezeletlen kontroll
koloniakban a sejtek proliferacios rataja fokozatosan csokkent, amint azt [*H] timidin
beépiilésének mérésével tapasztaltuk. A 20 nM OA adédsa fokozta a sejtek timidin-
beépitését, szignifikans proliferacio-fokozdodast lattunk a 3. és 6. tenyésztési napokon. 20

uM H89 hatasara valamennyi vizsgalt napon jelentdsen csokkent a detektalt tricialt
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timidin-beépiilés. Meglep6 moddon, ha OA-t adtunk a H89-kezelt tenyészetekhez, a
sejtproliferacié egyaltalan nem fokozodott. Mivel a BrdUrd beépiilés analizisével nyert
adatok alapjan a sejtproliferacio-valtozas tendencidi azonosak voltak, ezért ezeket az

eredményeket kiilon nem dokumentaljuk.
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5. MEGBESZELES

Kisérleteink soran valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy milyen szerepet tolt be a
PP2A és a PKA az in vitro porcképzddés szabalyozasaban. Vizsgalataink soran a PKA ¢és a
PP2A  aktivitasat szelektiv inhibitorok alkalmazisaval blokkoltuk. El0szor a
sejtpermedbilis foszfatdz inhibitor OA porcdifferencidciora gyakorolt hatésait vizsgaltuk.

A kiilonbo6zd életkoru kezeletlen kontroll HD kultardk homogenizatuméaban mért
protein foszfatdz aktivitasi értékek azt mutatjak, hogy a porcdifferenciacié soran a PP2A
aktivitds edteljesen csokken, mig a PPl aktivitdsa szinte valtozatlan marad.
Kisérleteinkben 20 nM OA-nak a porcdifferenciacié szempontjabdl kulcsfontossagi
masodik és harmadik tenyésztési napon (Solursh és mtsai, 1978) valo adasaval szignifikans
PP2A-gatlast értiink el. Ilymodon jelentésen, — akar 115%-kal is — ndvelni tudtuk a
kolonidk metakromaziasan festdédd porcmatrixszal bird teriiletrészét a tenyésztés végét
jelentd hatodik tenyésztési napon mérve. Irodalmi adatok szerint az OA-nak jelentds
tumor-képzddést serkentd hatdsa van (Haystead és mtsai, 1989; Cohen és mtsai, 1990). Az
OA-kezelések hatasara keletkezett nagy mennyiségli porcban a normalisnak megfeleld
sejt- és matrixképet talaltunk mind fény-, mind elektronmikroszkopos szinten, valamint a
porcmatrix biokémiai elemzésével sem talaltunk lényegi eltérést a kontroll és az OA-kezelt
kolonidk kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az OA hatdsdra keletkezett
nagyobb mennyiségli porc a normalis porcdifferenciacido serkentése €s nem tumoros
atalakulds nyoman keletkezett.
1ddbeli lefolyasu volt, bar az egyes napokat kiilon-kiilon tekintve az OA-kezelés hatasara
fokozott sejtproliferaciot tapasztaltunk. A legnagyobb eltérést a harmadik tenyésztési
napon, kozvetlenill a masodik OA-adast kovetéen kaptuk.

A porcosod6 mezenchimalis sejtek proliferacidja, majd kisebb sejtcsoportokba vald
tomoriilése a porcdifferenciacio elengedhetetlen 1épése (George és mtsai, 1983; Hall és
Myake, 1995). A HD-kultirak mezenchimadlis sejtjeinek elkdtelezett porcosodo sejtté vald
differencialodéasa a proliferacidval és sejtkondenzacioval parhuzamosan zajlik az elsé és
masodik tenyésztési napon (Solursh és mtsai, 1978). Megfeleld sejtsiiriség esetén direkt
sejt-sejt kapcsolatok és parakrin szignalok (pl. prosztaglandinok) serkentik az elkotelezett
sejtek differencialodasat (Smales és Biddulph, 1985), melyek eldszor kondroblasztokka,

majd kondrocitdkkd valnak a harmadik tenyésztési napra. Az OA-kezelés hatdsara
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bekovetkezd sejtproliferacido-fokozodas a megfeleld sejtdenzitas €s igy az intenzivebb sejt-
sejt kapcsolatok, valamint a kielégitd erdsségli parakrin jelek révén tobb, erdteljesebben
elkdtelezett porcosodo sejt keletkezését eredményezheti.

Irodalmi adatok szerint (Zheng és mtsai, 1991; Lin és Arndt, 1995) az OA az
0szt6do sejteket az osztodasi orso kialakulasanak atmeneti befolyéasolasa révén, reverzibilis
modon feltartdztatja a mitdzisban; az OA-kezelés leallitasat kdvetden a sejtek befejezik a
félbeszakadt osztodast. Ugyszintén ismert, hogy a porcosodé mezenchimalis sejtek révid
¢s atmeneti megallitdsa a mitozisban stimulalja a sejtek elkdtelezddési folyamatat (Solursh
és Reiter, 1975). Osszegezve, az OA két, latszolag egymdssal ellentétes modon
befolyésolja a sejtciklust, azonban mindkét effektus egyiranyba, a porcosodas fokozodasa
fel¢é hat.

Az OA-kezelés hataséra 1étrejovo foszfataz gatlds, a sejttipustol fliggden modositja
a kiilonbozo citoszkeletalis komponensek szerkezetét (Blankson és mtsai, 1995; Maier és
mtsai, 1995; Erdddi és mtsai, 1995). Régobta ismert az a tény, hogy az aktinfilamentumok
széttoredezése serkenti a porcképzddést (Zanetti és Solursh, 1984; Daniels és Solursh,
1991). Az aktinfilamentumok szerkezetének megvaltozasa feltehetdleg tobbféle modon is
befolyasolhatja a porcképzddést. Amikor a porcosodé sejtek felszinén a fibronektint koto
integrin eltlinik, a nyulvanyos sejtek lekerekednek, porcsejt megjelenésiickké valnak
(Daniels és Solursh, 1991). Mind az integrinek ligandkotése, mind az integrinek
ligandvesztése modositja a fokalis adhézios helyek struktarajat ¢és igy az
aktinfilamentumok organizacidjat is, ez pedig a génexpresszio valtozasaihoz vezet (Aplin
¢és Juliano, 1999). Az OA-kezelés bizonyitott mdédon befolyasolja egyes, a génexpresszio
szabalyozasaban kulcsfontossagl fehérjék, ugymint c-fos, jun csalad (Schonthal és mtsai,
1991a és 1991b), ideértve az AP-1 transzkripcios faktor komplex (Miller és mtsai, 1998)
expresszidjat is. Ezek a fehérjék valamennyien részt vesznek a porcdifferenciacio
szabalyozasaban is (Wang ¢és mtsai, 1992; Beier és mtsai, 1999).

Az aktinfilamentumok szerkezetének befolyasolasa az OA-kezelés révén, tovabbi
pontokon is kapcsolddik az eddigiekben targyalt szabalyozd mechanizmusokhoz. Mivel a
PKA II holoenzim regulator alegysége utjan kapcsoldodhat az aktinfilamentumokhoz
(Zhang ¢és mtsai, 1996), ezért a mikrofilamentumok szerkezetének moddosulasa
befolyasolhatja a cAMP jelatvitelt a mag felé (Feliciello és mtsai, 1997). Emellett az aktin
citoszkeleton széttoredezése a PKC-alfa jelatviteli utat is bizonyitottan befolyésolja és

ennek kapcsan fokozott porcképzddésrél szamolnak be Lim és mtsai (2000). Sajat
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kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az OA-kezelés az aktinfilamentumok
széttoredezését €s az aktin sejtmembran alatti kondenzalodasat okozta, s az egyébként
nyulvanyos megjelenésii porcosodo sejtek kozott sokkal tobb lekerekedd alakot figyeltiink
meg a kezeletlen kontroll kultardkban latottakhoz képest.

A kiilonbozo targetfehérjék foszforilacios-szintje a megfeleld protein kindzok ¢és
protein foszfatdzok katalitikus tevékenységének aranyatol fiigg. A PP2A és/vagy PP1
gatlasa OA adéasa révén, a reverzibilis fehérje foszforilaciot a targetfehérjék
foszforilaltsdga iranyaba tolja el (Schonthal, 1998). A fontosabb Ser/Thr-specifikus
kinazok, ugymint a PKA (Smales and Biddulph, 1985; Zhang és mtsai, 1996), a PKC
(Chang és mtsai, 1998) és a TGFB-szupercsalad receptor kapcsolt kindzai (Kulyk és mtsai,
1989; Leonard és mtsai, 1991), valamennyien részt vesznek a porcdifferenciacié
szabalyozasaban. Az eldbbiekben emlitett protein kindzok mindegyike szerepet jatszik a
cAMP medialt szigndltranszdukcios utvonal kulcsfontossdgu transzkripcios faktoranak a
CREB-nek a foszforilalasaban is (Gonzalez és Montminy, 1989; Xie és Rothstein, 1995;
Potchinsky ¢és mtsai, 1997). A CREB foszforilacioja mind a BMP-2, mind a cAMP
indukalt porcképzddés soran bekovetkezik (Lee és Chuong, 1997). A CREB csalad tagjai
sziikségesek az enkondralis csontosoddssal kialakuld csontok megfeleld fejlodéséhez is
(Long €s mtsai, 2001).

A sejttipustol és kisérleti rendszertdl fiiggden, a PP2A ¢és a PPl egyarant
defoszforildlhatjdk a CREB-et (Hagiwara ¢és mtsai, 1992; Wadzinski és mtsai, 1993;
Alberts és mtsai, 1994; Wheat és mtsai, 1994), valamint a PP2A magat a PKA katalitikus
alegységét is defoszforilalja (Liauw és Steinberg, 1996). Illymodon az OA-kezeléssel a
CREB foszforilalt allapotat két uton is megnyujthatjuk, egyrészt az OA-gatolt PP2A nem
defoszforildlja a CREB-et, masrészt nem, vagy kisebb mértékben defoszforildlja a PKA
katalitikus alegységét, igy az erdteljesebben katalizdlja a CREB foszforilacigjat, ennek
hataséra pedig a porcdifferenciacio serkentését lathatjuk.

Az OA altal kivaltott PP2A gatlas fentebbi, részben hipotetikus hatas-
mechanizmusanak kisérletes bizonyitékait a PKA-t szelektiven gatldé koncentracidban
alkalmazott protein kinaz inhibitornak, a H89-nek a kultarak taptalajdhoz valé addséaval
kerestiik. Mint azt az elézdekben lattuk, ha OA adasaval gatoltuk a PP2A-t, a porc-
differenciacio fokozodott (Zakany és mtsai, 2001). Ellenkezd eldjelti valtozast okozott a
PKA aktivitas gatlasa H89-cel: a porc szinte egyaltalan nem fejlodott ki az igy kezelt

koldniakban, annak ellenére, hogy a kondrogenikus mezenchimalis sejtekbdl kialakultak a
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sejtaggregatumok. gy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PKA elsGsorban a mar
aggregalodott és erdteljesen elkotelezett porceldfutar-sejteknek az érett kondrocitakka valo
alakuldséban visz szerepet €s kevébé lehet jelentds a differenciacid kezdeti 1épésének, a
sejtaggregacionak a szabalyozéasaban.

A kérdéses enzimeket tartalmazd, sejtmentes vizsgalati rendszerekben a PP2A
defoszforilalja a PKA katalitikus alegységének (PKA-C) Thr-197-es aminosavmaradékat
¢és ilymoddon inaktivalja a PKA-t (Liauw és Steinberg, 1996). Kisérleti eredményeink
szerint a PP2A gatlasa OA-val egyarant fokozza a tenyészetekben mérhetd PKA aktivitast,
valamint a porcképzddést, ezért ugy gondoljuk, hogy a PP2A defoszforilalja a PKA-C-t és
szerepet jatszik a PKA jelatviteli utvonal szabalyozasdban a kondrogenezis soran.
Ugyszintén a PP2A-nak a PKA aktivitdsat regulalé funkcidja mellett szol az a tény, hogy a
PKA-Ca expresszidja nem valtozik sem OA, sem H89 hatédsara (sajat kisérleti eredmény).

A PKA aktivitdas H89-cel valdo gatlasaval sajat kisérleteinkben csokkent
sejtproliferaciot detektaltunk valamennyi vizsgalt napon. Adatunk ellentétes azzal, amit
mas szerz6k nemrégiben kozoltek (Yoon és mtsai, 2000). Ok lényegesen fokozott
sejtproliferaciordl szdmoltak be hasonld kisérletei rendszerben és koriilmények kozott.
Véleménylink szerint az ellentmondas oka az eltérd vizsgalati modszerben keresendd. Mig
mi timidinbeépiilést detektaltunk, addig 6k enzimatikus emésztést kovetd sejtszamolast
végeztek hemocitométer segitségével. Sajat tapasztalatunk azt mutatja, hogy a nagy
mennyiségli porcmatrixot tartalmazé hat napos kulturakbol szinte lehetetlen minden sejtet
izolalni és szuszpenziodba vinni, mig ott, ahol kevés matrix van — példaul H89-kezelést
kovetden — viszonylag tobb sejtet lehet kinyerni a koloniakbol. A timidinbeépiilés mérése
soran ez a probléma nem mertiil fel. Mivel a PKA gatlast kovetd csokkent sejtproliferaciot
nem emelte meg az OA-kezelés eredményeként létrejott PP2A gatlas, ezért feltételezziik,
hogy a porcdifferenciacioé soran egyéb, a PP2A altal szabalyozott mechanizmusok is részt
vesznek a sejtszaporodas iranyitasaban.

A sejtproliferacio befolyasolasarol elmondottakkal ellentétben, a PP2A gatlasa OA-
val még a H89-cel kezelt kulturdk esetében is erdteljesen megemelte a maradék PKA
aktivitast és fokozta a porcképzddést. Ebbol a ténybdl arra kovetkeztetiink, hogy a PKA
foszforilalhatja azon transzkripcios faktorokat, amelyek a porcképzddésben fontos irdnyitod
szereppel birnak és szabalyozzak a porcspecifikus matrixmolekuldk expresszidjat.

Irodalmi adatok szerint a PKA génexpressziot reguldld intracelluldris hatdsainak

kozvetitéséért elsésorban a CREB csaladba tartozé transzkripcios faktorok feleldsek
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(Shaywitz és Greenberg, 1999), ezért kézenfekvonek tiint a CREB ¢és a foszforilalt CREB
(P-CREB) mennyiségének valtozasait vizsgdlni a kiilonbozd kisérleti csoportokban. A
H89-cel valo PKA gatlas hatasara csokkent a kultirak lizatumaban detektalhato CREB
mennyisége és csak nyomokban volt detektalhatdo P-CREB. Ezzel szemben az OA-kezelt
kultirdkban enyhén emelkedett a CREB mennyisége, mig a P-CREB szintje igen
erdteljesen fokozddott mar az els6 OA-adas utan. Ismert, hogy a CREB Ser-133
oldallancan torténd foszforilalasa fokozza a génexpresszidt aktivald hatasat (Gonzalez és
Montminy, 1989). igy joggal juthatunk arra a kovetkeztetésre, hogy az OA-val tortént
PP2A gétlas — legalabbis részben —, minden valoszintliség szerint valoban a PKA medialta
¢s a CREB foszforilaltsagi szintjét megvaltoztato jelatviteli ut modositasa révén fejtheti ki
a porcdifferenciaciot fokozo hatasat. Mivel a H89 és az OA egyiittes adasat kdvetden a
CREB ¢és P-CREB szintje egyarant a kontroll tenyészetekben detektalthoz kozeli értékeket
mutatott, s egyidejiileg a kontrollhoz képest 1ényegesen csokkent porcképzdodést talaltunk,
ezért feltételezzlik, hogy a H89 okozta PKA gatlas és/vagy az OA kivaltotta PP2A
inhibici6 mas transzkripcids faktorok foszforilaciojat is modulalhatjak.

Az egyik ilyen transzkripciés faktor, amely még a PKA illetve a PP2A
szubsztratjaként szerepelhet a porcdifferenciacid soran, a SOX9. Irodalmi adatok alapjan
tudjuk, hogy a PKA foszforildlja a SOX9-et ¢és a foszforilalt transzkripcids faktor
hatékonyabban aktivalja a II. tipust kollagén és az aggrekan tengelyfehérje génjeinek az
expresszigjat (Huang és mtsai, 2000; Sekiya és mtsai, 2000). Emellett az is ismert, hogy a
csirke HD-kultarakban csékken a Sox9 gén expresszidja a porcképzddés eldrehaladtaval
(Kulyk ¢és mtsai, 2000). Tovabbi kisérleteink soran tervezziik vizsgdlni a SOX9
foszforilacidjanak, valamint a Sox9 aktivitasanak a valtozésait OA és H89 hatasara.

Az in vitro porcdifferencidcio szabalyozasanak tanulméanyozasa soran szerzett Uj
ismereteink eldsegithetik a porcképzddés mechanizmusdnak jobb megértését €és igy
hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 degenerativ vagy traumas eredetli porclézidk potlasahoz

sziikséges porcimplantatumok eléallitasara iranyulo eréfeszitések eredményességéhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran a két f6 cellularis foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfataz, a PP1 és a PP2A,

valamint a cAMP dependens protein kinaz (PKA) szerepét vizsgaltuk az in vitro porcdifferenciacio

szabalyozasaban specifikus foszfatdz és kinaz inhibitorok alkalmazasaval. Munkank eredményeit

az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

1.

o N9

10.

11

Elséként alkalmaztuk a foszfataz inhibitor okadainsavat (OA) egy normal differencialédo
sejtkultiraban és a porcképzodés fokozodasat tapasztaltuk.

A keletkezett porc morfoldgiai €s biokémiai elemzésével bebizonyitottuk, hogy nem tumoros
burjanzast indukaltunk, hanem a normal porcdifferenciaciot fokozta az OA.

Kimutattuk, hogy a porcdifferenciacié soran a PP1 aktivitasa kozel allandé és magas értéken
van, mig a PP2A aktivitasa a folyamat elérehaladtaval parhuzamosan csokken.

Az OA-t nM-os koncentraciokban adva, a PP2A aktivitds csokkenését lattuk, mig a PPI
aktivitdsa nem valtozott. Az OA-t az enzimaktivitasi mérések soran alkalmazva, az semmilyen
hatast nem fejtett ki a PKA aktivitasra.

Az OA fokozta a sejtproliferaciot.

H89 adasaval gatolva a PKA aktivitasat, a porcképzddést dozisfiiggé modon gatoltuk.

A H89 erételjesen csokkentette a sejtproliferaciot is.

A tenyészeteket OA-val kezelve emelkedett a PKA aktivitasa, igy arra kovetkeztettiink, hogy a
high density kultarakban zajlé porcdifferenciacié soran a PP2A defoszforilalhatja a PKA
katalitikus alegységét.

A PKA katalitikus alegység expresszioja sem OA, sem H89 hatasara nem valtozott szamottevo
mértékben.

A H89 és OA kezelést egyiitt alkalmazva az alacsony szinti PKA aktivitas fokozodott. Az OA
serkentette a H89-cel gatolt porcképzddést, de nem emelte a H89-cel kezelt kulturak alacsony
proliferacios ratajat. Ezért feltételezziik, hogy a PKA medialta jelatviteli ut mellett egyéb PP2A
altal modulalt folyamatok is részt vesznek a sejtproliferacid szabalyozasaban a kondrogenezis

soran.

. A H89 csokkentette, az OA pedig fokozta a CREB foszforilaciojat, igy bizonyitottnak latjuk,

hogy az in vitro porcdifferenciaci6 soran a PKA és a PP2A részt vesznek a fenti transzkripcios
faktor reverzibilis foszforilaciojaban. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a CREB

egyike azon transzkripcids faktoroknak, amelyek a porcképzodést szabalyozzak.
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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.

10.

11.

We have modified the original high density cell culturing protocol according to the reqirements
of our experimental system.

We applied the phosphatase inhibitor okadaic acid (OA) at the first time for investigation of a
normal differentiation process and reported stimulation of chondrogenesis.

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.

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

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.

Cell proliferation was stimulated by OA.

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.

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.

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

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.

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.

50



8. UTOSZO ES KOSZONETNYILVANITAS

Mikézben ezt az értekezést irtam, szamtalanszor végigpergett eléttem
az a sok-sok lépésbdl dallé eddigi ut, ami didkkdrés korom naiv és ’tabula
rasa’-s tudés-palantaskodasatol elvezetett odaig, hogy O6nadlléan meg
tudjam tervezni kisérleteimet és az idedk talajan valés eredmény-
gytimdlcsbket hozo kisérlet-facska cseperedjen.

Kisérleteink soran a porcdifferenciacié szabdlyozdsanak ujabb
részletét ismertiik meg és ujat taldalni, mindig az igazi kutatéi 6réomdk
legnagyobbika. Szeretném, ha On, kedves Olvasé - a remélhetdleg
targyilagos — tudomdnyos leirds sorai mégoétt megérzett volna valamit abbdl
az 6rémbdl, amit egy-egy hosszu és faraszté kisérletsorozat utan a varva-
vart eredmény okozott nekem és mindazoknak akikkel egytitt dolgozva

eljutottam idaig.

KoK

Eziiton is készonetet mondok témavezetémnek, Dr. Modis
Laszlonak, aki eddigi, eléggé gorongyds kutatéi utamon mindvégig
megtisztelt felém iranyulé bizalmdval, bevezetett a porckutatds alapvetd
rejtelmeibe és el-elkalandozé gondolataimat, szertelenségemet korlatok kézé
terelve a mai napig a céliranyos és igényes tudomdanyos munkdra tanit.

Szeretném megkészonni Dr. Gergely Pal szakmai és emberi
tamogatasat, amely nélkiil a szamomra kezdetben ismeretlen fehérje
foszforilaciés vilagban elvesztem volna, s melynek hijan ez az értekezés
sem késztilhetett volna el.

Megkészéném Dr. Antal Miklos intézetvezetének a folyamatos
elérehaladdshoz sziikséges Dbiztatast, valamint hasznos tandcsait,
amelyekkel mindig készségesen segitett a publikdcioim logikus
megszerkesztésében.

Ehelyen is szeretném megkészénni az értekezés alapjdaul szolgdld
kézleményekben leirt eredmények eléréséhez nytjtott segitségét a

tarsszerzé kollegaknak, Dr. Baké Evanak, Dr. Baldzs Margitnak, Dr.
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Bardos Helganak, Dr. Felszeghy Szabolcsnak, Dr. Hollo
Krisztinanak, Dr. Kocsis Katalinnak és Dr. Sziics Kornélianak.

Kiilbn kdészénet illeti a kisérletek kivitelezésében nytjtott
felbecstilhetetlen  értékii  segitségéért Barany Sandornét, Bakk
Erzsébetet, Szanitter Bélanét, Hunyadi Kalmannét és Ronai
Tamdsnét, a preciz fototechnikai munkdkért Miklésné Durké Agnest és
az Anatomia Intézet azon munkatdrsait, akik hasznos tandcsaikkal
segitségemre voltak.

Végiil hdlas vagyok csaladom valamennyi tagjanak a biztatasért és
tamogatdsért, kiilondsképpen gyermekeimnek, Noéminek, Franciskanak
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10. FUGGELEK

Az kisérletek soran a szerzd sajat munkai a kovetkezéek voltak:
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eldallitasa

3. fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok

4. sejtproliferacids vizsgalatok
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A PP2A aktivitasméréseket és a PKA-Ca, valamint CREB és P-CREB immunoblottokat
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