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BEVEZETES

A kalcineurin

A kalcineurin (PP2B) foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatdz,
egy 59 kDa Ca**/kalmodulinkotd katalitikus alegységbél (kalcineurin A)
és egy 19 kDa nagysdgi Ca**-kotd reguldtor alegységbél (kalcineurin B)
allé heterodimer, az aktiv centrumban [Fez+-Zn2+] ionokat tartalmazdé
metalloenzim. A kalcineurin kozvetleniil oly médon tudja médositani a
sejtmiikddést, hogy fizikai kolcsonhatdsba 1€p fontos célfehérjékkel és
defoszforildlja azokat, kdzvetve pedig tigy, hogy olyan alapvetd jelatviteli
utvonalakat aktival (pl. NFAT, NF-«xB, JNK, CREB), amelyek specifikus
fehérjék expresszids szintjét vagy azok bioldgiai aktivitdsat szabdlyozzik.

Az NFAT (aktivalt T-sejt nuklearis faktora) és a kalcineurin az
immunsejtek €s a mezenchimdlis sejtdifferenciacid elengedhetetlen
szerepldi. Eddig csak kozvetett bizonyitékot szolgéltattak a kalcineurin
porcdifferencidcidban betoltott pozitiv szabdlyozo szerepére. A klasszikus
mechanizmus szerint a kalcineurin aktivitdsit els6sorban az intracelluldris
Ca”*-koncentrici6 viltozdsa szabdlyozza in vivo. Az inracelluldris térben
megnovekedett Ca**-koncentracié a BMP (csont morfogenikus fehérje)
expresszidjit irdnyité kalcineurin/NFAT jelpdlyan keresztiill fokozza a
kondrogenézist. A kalcineurin a differencidcios folyamatok mellett részt
vehet a T-sejt-receptor medidlt sejtaktivicidban, a sejtproliferdciéban és a
sejthaldlban egyardnt. A foszfo-NFAT kalcineurin éltali defoszforilaci6ja
utdn a sejtmagba transzlokdlédik és szdmos pro-inflamatorikus citokin,
sejtfelszini molekula, Fas-ligand gén transzkripcidjat indukalhatja.

Munkacsoportunk kordbbi megfigyelése az volt, hogy a

kalcineurin aktivitdsa csokkent a szisztémds lupus erythematosusban



(SLE-ben) szenvedd betegek periférids mononukledris sejtjeiben
(PBMC). Kimutattuk, hogy az egészséges donoroktdl szarmazé PBMC
gliikokortikoszteroid kezelése is csokkentette a kalcineurin aktivitasat Ca-
ionofor és forbolészter jelenlétében. Ez a megfigyelés a PKC izoenzimek
lehetséges szerepére utalt a kalcineurin szabdlyozdsdban a T-sejtek

jelatviteli folyamatédban.

A porcdifferenciacio

A mezenchimdlis sejtek porcsejtekké torténd differencidcidja
tobb 1épésbol 4ll6 folyamat. A porcdifferencidcié elsé 1épésében a
mezenchimdlis progenitor sejtek megerdsddnek, majd kondenzédlédnak,
€s a kondenzdlt mezenchimadlis sejtek porcsejtekké differencidlodnak. A
mezenchimdlis sejtek kondenzacidja alatt €s ezt kovetden porcspecifikus
gének aktivalodnak. Ezek a gének olyan molekulakat termelnek (pl. II, IX
és Xl-tipusu kollagének, aggrekdn), amelyek a porcra jellemzo
extracelluldris matrix legfébb komponensei. A II-tipusd kollagén és az
aggrekan expresszidjat a kondrogenézis korai szakaszdban kifejezodd, a
porcdifferencidcidt irdnyitdé Sox9 transzkripcids faktor szabdlyozza. A
porcdifferencidcioban szdmos Ser/Thr-specifikus protein kindz (pl.
MAPK/Erk1/2/p38, PKC, PKA) és protein foszfatdz (pl. PP2A, PP2B) is
szerepet jatszik, amelyek kiilonboz0 transzkripcids faktorok (pl. CREB,
Sox9) aktivitdsat befolyasoljdk, ezéltal porcspecifikus gének (pl.
aggrekdn, kollagén, N-kadherin, fibronektin, integrin) atirdsat
szabalyozzdk. A cAMP-fiiggd protein kindz (PKA) a Sox9 transzkripcids
faktort Ser-211 aminosavmaradékon foszforildlja, fokozva az aktivit4sat.
Munkacsoportunk {irta le el6szor a protein foszfatdz 2A (PP2A) lehetséges
szerepét a PKA/CREB jelatviteli folyamat szabalyozasiban.



Mitogén aktivalt protein kinazok

Ismeretes, hogy a kalcineurin inhibitorai, a ciklosporin A (CsA)
és az FK506 egyarant gétolja a mitogén aktivalt protein kindzok (MAPK)
jelpélydjat T-limfocitdkban. A MAPK enzimek nagyszdmu extracelluldris
jel specifikus sejtvalaszokkd torténd 4dtalakitasaért felelosek. Szerepiik
van a sejtproliferdcioban, a differencidciéban és az apoptdzisban, a
gyulladasok €és a stresszvalaszok szabdlyozdsdban. A MEK/Erk1/2 kinaz
kaszkdd a mitogenikus extracelluldris stimulus medidtora, az egyik
legfontosabb citoplazmatikus jelatviteli ttvonal, amely az eukaridta sejtek

proliferacigjat és differencidciojat irdnyitja.

Az oxidativ stressz

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) és a hidrogén-peroxid (H,0,)
szamos jeldtviteli udtvonalat befolydsolnak, a jeldtviteli kaszkddok
kiilonb6z6 enzimeinek moédositjdk az aktivitdsit, szerepet jatszanak a
differenciacié és az iziileti szovetek kiillonbozd sejtfunkcidjdnak
szabdlyozdsaban is. Az utobbi idOkben tobb csoport vizsgélta és
szolgdltatott bizonyitékot arra vonatkozdan, hogy az extracelluléris
oxiddnsok, kiilonosképpen a H,0O,, is hatdssal lehetnek a kalcineurin
aktivitdsira az aktiv centrumidban 1évé Fe**-ion redox reakci6jan
keresztiil. Az iziileti porc gyulladdsos megbetegedései sordn szamos ROS
keletkezik, amelyek a kalcineurin enzimaktivitasat gatoljak feltehetOleg

az egymdshoz kozel esd Cys oldalldncok oxidacidjdval.

A protein kinaz C enzimek
A PKC enzimcsaldd szdmos célfehérje Ser/Thr-oldallancét

foszforildlja és sokféle sejttipus kiillonbozo jeldtviteli folyamataban jatszik



szerepet. Az enzimcsaldd kofaktor igényiik alapjan harom {6 csoportra
oszthatd: klasszikus PKC izoformdk (cPKC a, By/Bu, V), 4j tipusi PKC
izoformdk (nPKC 9, €, n, 0) és atipusos PKC izoformdk (aPKC (, VA).
Kiilon kell emliteni a PKCp izoenzimet, amelyik sem szerkezeti
felépitésében, sem aktivdlhatosdgdt tekintve nem tartozik egyetlen
csoportba sem. Mind a klasszikus, mind az uj tipusi PKC izoenzimek
aktivalhatok forbolészterrel. Aktivalhatésdgukat tekintve a legfontosabb
kiillonbség, hogy az nPKC nem, mig cPKC izoenzimek Ca**-ionra
érzékenyek. Ezek az izoformdk, izoforma-specifikus médon szadmos
sejtfunkciét szabdlyoznak (pl. proliferaciot, differenciaciot, citokin
expressziot, receptor medidlta jelatviteli palydkat).

A kalcineurin aktivitasat foszforil4cidja is szabélyozza. A PKC és
a Ca”/kalmodulin-dependes protein kindz II (CaM-kindz II) képes
foszforildlni az enzim katalitikus alegységét. A PKC nem, mig a CaM-
kinaz II a kalcineurin 60 kDa alegységének foszforilacigjaval az enzim
gatlasat okozza. Az elmilt években nagyszdmi endogén kalcineurin-k6td
fehérjét azonositottak, amelyek szintén moddositjdk a kalcineurin
aktivitasit. Ezek lehetnek inhibitorok, kett0s regulator fehérjék, vagy
horgonyz6 fehérjék. A Cabin 1 a kalcineurin gatl6 fehérjéi koz¢€ tartozik.
A Cabin 1 foszfoprotein, nem aktivalt T-sejtekben foszforildltsagi szintje
alacsony, PKC aktivdlds hatdsara hiperfoszforildlt lesz, ami a

kalcineurinnal szembeni fokozott affinitdsat eredményezi.

Szisztémas Lupus Erythematosus
Az SLE a poliszisztémdas autoimmun korképek prototipusa. SLE
betegek T-limfocitdiban fokozddik a pro-inflamatorikus citokinek

expresszidja, csokken a T-sejt receptor T-sejt antigén altali aktivicidjdhoz



sziikséges (-lancdnak expresszidja. A T-sejtek koéros mikddése
befolydsolja az NF-kB aktivitdsat és az NFATI intracelluldris eloszlasat
is. Kimutattdk, hogy az SLE betegek monocitdiban és limfocitdiban
csokken a PKC altal katalizalt fehérjefoszforilaciés folyamatok
mennyisége is. Munkacsoportunk kordbbi megfigyelése az volt, hogy a
kalcineurin aktivitdsa csokkent mind az egészséges, mind a lupus T-
sejtekben Ca-ionofor -és PMA-kezelést kovetoen az SLE betegség aktiv
periodusdban  alkalmazott  gliikokortikoszteroid  tavollétében  €s
jelenlétében egyardnt. Ez a megfigyelésiink a PKC enzimek lehetséges
szerepére hivjak fel a figyelmet a kalcineurin szabdlyozdsiban T-

sejtekben.



CELKITUZESEK

A reaktiv oxigén gyokok befolydsolhatjdk a kdrosodott porc megujuldsat.

Magyaréazatot kivantunk keresni arra, hogy az oxidativ stressz hogyan

befolyésolja a porcképzddést csirkeembriok végtagtelepeibdl szarmazd

kondrogenikus sejtek nagy silirtiségii kultdrdiban.

Célkitlizéseink kozt szerepelt

>

a kalcineurin szerepének tanulmédnyozdsa csirke porcosodd
mezenchimadlis sejtjeiben,

a foszforilaciés és defoszforildcidés folyamatok vizsgédlata a
porcdifferencidcioban,

az oxidativ stressz hatasainak felderitése.

A PKC izoenzimek lehetséges szerepét is tanulmanyoztuk egészséges

donorok forbolészterrel és kalcium-ionoforral stimuldlt periférids vér

mononukledris sejtjeiben a kalcineurin aktivitdsdnak gatldsaban. Az

alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

>

PKC izoenzimek lehetséges szerepének vizsgalata a kalcineurin
gatlasdban  forbolészterrel és a Ca-ionoforral stimuldlt
egészséges donoroktdl szdrmazd periférids vér mononukledris
sejtjeiben,

PKC 4ltal reguldlt target molekula azonositisa, amelyik a
kalcineurin  enzimaktivitdsanak csokkenését eredményezi

stimuldlt mononukledris sejtekben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

Hamburger-Hamilton szerint 22-24-es stddiumédban 1évd csirkeembridk
disztdlis végtagtelepeibdl porcosodé mezenchimdlis sejteket izoldltunk, a
sejtszuszpenziébdl 1,5x107 sejt/ml siirliségti primer kultdrdkat hoztunk
l1étre. A kolonidkat 10 % fotélis borjuszérummal kiegészitett Ham’s F12
taptalajjal taplaltuk és 5 % CO, valamint 95 % relativ pératartalom
mellett 37°C-on CO, inkubatorban tartottuk.

Fénymikroszkopos morfologiai vizsgalat szamitégépes képanalizissel
Csirkeembriok végtagtelepeibdl izolédlt kondrogenikus sejtek 30-30 pl-
ekbol (nagy stirtiségli, high density, HD) kultdrdkat hoztunk Iétre,
amelyeket 24 lyukd platekben, kor alakd feddlemezek felszinén
tenyésztettiink. A kezelt és kezeletlen kultirdkat a tenyésztés 6. napjan
abszolut etanol és 40 % formaldehid 4:1 ardnyd keverékével fixaltuk. A
kultirdkat 3 % ecetsav oldatban oldott 0,1 % dimetil-metilénkék festékkel
(DMMB) festettilk, majd ecetsav oldattal mostuk. Néhdny kultirit a
DMMB 0,1 %-os vizes oldataval kezeltink. A metakromazias
porcteriiletek nagysdgat négy fiiggetlen kisérlet esetén minden egyes
kisérleti csoportban 10-10 kulturandl vizsgaltuk szamitégépes képanalizis

segitségével.

A sejtproliferaci6 vizsgalata ["H]-timidin beépiiléssel
A sejtszuszpenzié 15 pl-es cseppjét 96 lyuki mikrotiter platekbe
cseppentettik. Az 1 pCi/ml [H]-timidint tartalmazé médiumot a



sejttenyésztés 2., 3. és 6. napjan adtuk a sejtekhez és 16 Ordn at
inkubaltuk. A médium eltavolitasa utan a kulturakat PBS oldattal mostuk,
majd jéghideg, 5 % triklérecetsav oldattal a szolubilis fehérjéket
kicsaptuk és ismét PBS oldattal mostuk. Ezt kovetden a sejteket
kalcium/magnézium mentes PBS oldatban oldott 0,25 % tripszinnel
emésztettiik, majd félautomata sejt-harveszterrel sziireteltik. A
kolonidkat szlrOpapiron szdritottuk, a radioaktivitdsukat folyadék
szcintildciés detektorral mértilk. A méréseket négy fiiggetlen kisérlet
esetén minden egyes kisérleti csoportban tiz kultdrdval hajtottuk végre. A

mérési adatok szamitogépes statisztikai elemzését F-probaval végeztiik.

A sejtek életképességének vizsgalata

A porcsejtek €letképességének tanulmédnyozdsakor a kultdrdkat 10-10 pl
MTT (3-/4,5-dimetiltiazol-2/-2,5-difeniltetrazolium-bromid) reagenssel
kezeltiikk. A sejteket 2 6rdn at 37°C-on inkubaltuk, majd 100 pl MTT
szolubilizal6 oldatot adtunk hozza és 570 nm-en mértiik az abszorbanciat.
A mononukledris  sejtek  (2x10° sejt/100 pl) életképességének
meghatdrozasakor a sejteket alamarBlue reagenssel kezeltiik, majd a CO,
termosztitban inkubaltuk 37°C-on 45 percig. Az alamarBlue fluoreszcens
jelét detektéltuk (excitdciés hulldmhossz 530 nm, emissziés hullimhossz
590 nm). A PKC stimuldlé &agensek és inhibitorok nem okoztak
szignifikdns vétozast a mintdkban mért abszolit fluoreszcens egységben

(AFU).
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Porcsejtek kezelése

A porcsejt-kultirdkat a tenyésztés 2. és 3. napjan 0,1, 1,0 vagy 4 mM
H,0,-vel kezeltiikk. A kalcineurin aktivitdsdnak gatldsdra 2 pM CsA-t
alkalmaztunk. A kultirdkat CsA-val a sejttenyésztés 2. és 3. napjan 4-4
oran 4t kezeltik. Az 5 uM PD098059, Erk1/2 inhibitorral folyamatosan
kezeltiik a sejteket a tenyésztés 1. napjatdl kezdve a tenyésztés

befejezéséig.

Human periférias vér mononuklearis sejtek (PBMC) preparalasa és a
sejtek jellemzése aramlasos citometriaval

Heparinnal kezelt vérbdl mononukledris sejtszuszpenziét allitottunk eld,
melyben a limfocitdk dtlagos ardnya 88-95 %, a monocitdké 5-12 %. A
sejtek kiilonboz0 alosztily szerinti atlagoldsat dramldsos citometridval

végeztikk: CD3+ 69,4 %, CD19+ 11,5 %, CD56+ 0,8 %, CD14+ 8,3 %.

A PBMC Kkezelése és a mintak eléallitasa

A sejteket (5x10° sejt/ml) kiillonbozo sejtpermedbilis PKC inhibitorokkal
(1 uM GF109203X, 0,2 uM G66976, 10 uM Rottlerin) inkubdltuk eld egy
ordn at. 5 pM Ca-ionoforral (A 23187) és/vagy 80 nM forbol-12-
mirisztat-13 acetdttal (PMA) stimuldltuk kiilon-kiilon vagy egyidejiileg
PKC inhibitorok tdvollétében és jelenlétében 4 6ran at CO, termosztatban

37°C-on.

Porcsejt kKivonatok preparalasa
A porcsejt kultirdkat az oxidativ stresszt kovetden azonnal felszedtiik és
100 pl homogenizdlé pufferben szuszpendaltuk. A sejtszuszpenzidt -

70°C-on taroltuk, a sejteket kozvetleniil a kisérletek eldtt ultrahanggal
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feltartuk, majd a sejtlizitumot centrifugdltuk és a feliiliszébol azonnal
kalcineurin enzimaktivitds mérést végeztiink. Western-blot kisérlethez
teljes sejtlizaitumot hasznaltunk. RT-PCR analizisre a porcsejt kolonidkat
RN4dz mentes fiziol6gids séoldattal mostuk, majd a kultdrdkat

felhasznalésig -70°C-on taroltuk.

Kalcineurin enzimaktivitas mérése

A kalcineurin enzimaktivitdsat a **P-vel jelzett protein foszfatdz inhibitor-
1 szubsztratb6l (780 cpm/pmol) az enzim 4ltal lehasitott 32p,
radioaktivitasdnak mérésével hatdroztuk meg. A reakciokozeg (30 ul)
protedz inhibitorokat, 40 pg/ml kalmodulint, 0,2 mM CaCl,-ot, 100 nM
okadansavat, 2 nM protein foszfatdz inhibitor-2-t, megfelel6 mennyiségi
sejtkivonatot (2-3 mg/ml fehérje) és *°P-vel jelzett protein foszfatz
inhibitor-1-t (20-30000 cpm/reakciokozeg) tartalmazott. A
reakciokozeget 20 percig 30°C-on inkubaltuk. A reakciot triklor-ecetsav
és szérum albumin egyidejli hozzdaddsdval 4llitottuk le. Centrifugilas
utdn 180 pl feliiliszé **P; mennyiségét folyadék szcintilldciés detektorban

hatdroztuk meg.

Immunprecipitacio

A mononukledris  sejtszuszpenziok feltdrdsa utdn a  mintdkat
centrifugéltuk és a feliiliszot hasznaltuk immunprecipiticids analizisre. A
200 pg fehérjét tartalmazé sejtlizitumot 0,25 pg/ml anti-nydl 1gG
antitesttel €s Protein A Sepharose gyantdval 2 6rdig 4°C-on inkubéltuk. A
centrifugélds utdn a feliildsz6t 5 pl anti-Cabin 1 antitesttel kezeltiik, majd
50 ul Protein A Sepharose gyantdt adtunk az eldtisztitott antitest-fehérje

komplexet tartalmazé mintdkhoz és egy €jszakdn at inkubéltuk 4°C-on.
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Az  antigén-antitest-protein A komplexet tartalmaz6 mintédkat
centrifugéltuk, a pelletet immunprecipiticiés pufferrel mostuk. Az
antigén-antitest-protein A komplexeket tartalmazé pellethez SDS

mintapuffert adtunk és foztiik.

Western blot analizis

Western blot kisérletekhez teljes csirkeporc és mononukledris
sejtlizdtumot hasznaltunk. A mintdkat SDS elektroforézis mintapufferben
foztiik. Csirkeporc sejtek estén kb. 70-80 g, mononukledris sejtek esetén
10-50 pg fehérjét szepardltunk SDS-poliakrilamid gélen. A fehérjéket
elektroforézissel nitrocellul6z membrénra transzferdltuk. A membrinokat
blokkoltuk, majd a megfelelo elsd antitesttel egy éjszakdn at 4°C-on
inkubdltuk. A membranokat a mdsodik antitesttel szobahOmérsékleten

egy Oran 4t kezeltiik. A jeleket kemilumineszcencidval detektaltuk.

RT-PCR analizis

A sejtekbdl totdl RNS-t izoldltunk. A reverz transzkriptidz reakcidhoz 2
pg RNS-t haszndltunk. A polimerdz lancreakcidhoz haszndlt primer
parokat terveztikk. A PCR-t a kovetkez0 homérsékleti profil mellett
végeztiik: 94 °C, 1 perc, ezt egy 30-as ciklus kovette (94 °C, 30 mp, 54
°C, 30 mp, 72 °C, 30 mp) és végiil 72 °C, 5 perc. A PCR termékekhez
DNS mintapuffert adtunk és gélelektroforézissel tanulmédnyoztuk

etidium-bromidot tartalmazo 1,2 % agardz gélben.
Kvantitativ Real Time RT-PCR analizis

TagMan préba alapu, kétlépéses kvantitativ real time PCR-hoz a

GAPDH, az aggrekdn, a Sox9 és a kalcineurin mRNS szintjének
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tanulminyozasidra az ABI dltal eldallitott primereket és probékat
hasznéltunk. A PCR reakciokozege 250 vagy 500 ng cDNS-t tartalmazott.
A PCR-t a kovetkez6 homérsékleti profil mellett végeztiik: 95°C 10 perc
(egy ciklus), 95°C 25 mp, 60°C 1 perc (45 ciklus). A szoftver a
fluoreszcens jel adatgylijtését az utolsé 1€pésnél végzi (60°C 1 perc).
Belso referenciafesték a ROX és a refenciagén a GAPDH volt. A szofver
a kovetkez0 algoritmust haszndlja a mRNS szint valtozasok
meghatirozasanal:

valtozas a kezeletlen minta vizsgdlt génjének mRNS szintjéhez viszonyitva = 28AC,

ahol a AACt = ACt (kontroll) - ACT (kezel),

ACT (kontroll) = étlag CT (kezeletlen minta, vizsgalt gén) — étlag CT (kezeletlen minta, GAPDH)

ACT (kezelty = atlag Cr (kezelt minta, vizsgalt gén) — 4t1ag CT (kezelt minta, GAPDH)
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EREDMENYEK

Porcspecifikus markerek és a Sox9 transzKkripcios faktor valtozasa a
porcdifferenciacio soran

tobb transzkripcids faktor mellett a Sox9 is nagymértékben szabdlyozza.
Megfigyeltiik, hogy a porcspecifikus proteoglikdn, az aggrekin
expresszifjat irdnyitd Sox9 transzkripciés faktor kifejez0dése a
kondrogenézis korai szakaszdban erdteljes. Mind a mRNS, mind a fehérje
szintje a 2-4. napokon volt a legmagasabb. Az aggrekdn mRNS szintje
emelkedett a porcdifferenciacié sordan. A mRNS szintek valtozasat
konvenciondlis és TagMan alapu, relativ real time RT-PCR technikdval is

nyomon kovettiik.

Az oxidativ stressz hatasa a kondrogenézisre

Csirkeembriok  végtagtelepeibdl  szdrmaz6  mezenchimdlis
sejtkultirdkban a 6. napon spontin porcképzddés figyelhetd meg. A
porcképzddés viszonylagos mértékét metakromdzids analizissel lehet
megdllapitani, melynek sordn a porcmatrixban 1évd proteoglikdn
glikézaminoglikdn oldalldncainak mennyiségét detektdljuk DMMB
festékkel. Amikor a porcképzddést a tenyésztés 2. és 3. napjan kiilléonb6zo
koncentracidju hidrogén-peroxiddal indukalt oxidativ stresszel zavartuk
meg, a hat napos sejtkultirdkban szignifikdns és H,O, koncentraci6tol
fliggd metakromazia csokkenést figyeltiink meg.

Az oxidativ stessz dltal okozott kondrogenézis gatlast az
aggrekdn és a Sox9 mRNS szintjeinek RT-PCR és real time RT-PCR

technikdval torténd detektdldsdval kovettiik nyomon. Béar a porcsejtek
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proliferacigjdnak mértéke szignifikdnsan csokkent mar 0,1 mM H,0,
hatdsdra (kb. 25 %-kal), ennek ellenére a kondrocitdk 80 %-a életképes
maradt a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A tovabbi kisérletekhez mas
kutatécsoportok éltal is hasznélt, | mM H,0, koncentraciét véalasztottuk,
mivel ebben a koncentracidban szignifikdnsan gatolta a kondrogenézist,

de ugyanakkor citotoxikus hatdsa nem volt.

A Kkalcineurin szerepe a kondrogenézisben

Eldszor a kalcineurin jelenlétét és Kkatalitikus aktivitdsat
demonstréltuk csirkeporc kultirakban. RT-PCR és Western-blot technikat
alkalmazva kimutattuk, hogy a kalcineurin jelen van a csirkeporc
sejtekben. A kalcineurin A alegységének mRNS szintje fokozatosan
csokkent, fehérje szinten azonban ezek a valtozdsok kevésbé voltak
karakterisztikusak. Az enzimfehérje jelenléte a sejtben (ill. a
sejtkivonatban) nem jelenti sziikségszerlien azt, hogy katalitikusan is
aktiv formdban van jelen, ezért meghatdroztuk a kalcineurin katalitikus
aktivitdsdt a sejttenyésztés sordn porcsejtek homogenizatumdban. A
kalcineurin legnagyobb enzimaktivitasit az 1. és a 2. napon mértiik, a
tenyésztés 6. napjara az aktivitas jelentosen csokkent.

Igazolva a kalcineurin jelenlétét ¢&s aktivitdsat csirkeporc
kultdrdkban, vizsgdlni kividntuk, milyen szerepet t6lt be a
porcdifferencidcioban. Amikor a kondrogenikus sejteket a tenyésztés 2.
és 3. napjan 4-4 6rdig 2 uM CsA-val, a kalcineurin inhibitordval kezeltiik,
a porcképzddésben jelentds mértékli csokkenést figyelhettiink meg, amit a
hat napos porcsejtek metakromdzids festése igazolt. A metakromdizids
festéssel 0sszhangban, CsA csokkentette az aggrekdn mRNS szintjét és

visszaszoritotta a Sox9 transzkripcidjat is. A kalcineurin mRNS és fehérje
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szintje emelkedett a kezelést kovetoen, ami kompenzacids hatasként
jelenhet meg a CsA kezeléssel szemben. A CsA a kalcineurin
enzimaktivitdsdt mintegy 30 %-ban gatolta a sejtlizaitumban.

A nagy stirliségii kondrogenikus sejteket 30 perces 1 mM H,0,
kezelésnek tettiik ki a tenyésztés 2. €s 3. napjan, ami a kalcineurin
aktivitdsdban kb. 50 %-os csokkenést eredményezett. A H,0,
visszaszoritotta a kalcineurin transzkripcidjat és transzlacigjat is, amit az

RT-PCR és Western blot analizissel igazoltunk.

A MAPK/Erk1/2 jelpalya szerepe a kondrogenézisben

Ismeretes, hogy a MAPK utvonal egyes elemei feltételezett
mediatorai lehetnek az oxidativ stressznek és az Erk1/2 negativ regulétora
a kondrogenézisnek. Az Erk1/2 sejtpermeabilis gatloszerének (PD098059
inhibitornak) hatdsat tanulmédnyoztuk a porcképzdédésre. A porctelepek
metakromdzids analizise alapjdn a porcsejtek PD098059 inhibitorral
torténd kezel€se stimulalta a porcmadtrix lerakddasat és csokkentette a
H,0,, ill. a CsA hatésara bekdvetkezd porcmatrix deplécidjat.

Tanulmanyoztuk, az Erk1/2 aktivitdsidnak valtozasat H,0,-vel
kezelt kulturdkban is. Mivel az Erkl/2 aktivitdsat foszforilacidja
szabdlyozza, igy foszforilaciés szintjének valtozasat difoszforildlt Erk1/2
ellen termeltetett antitesttel vizsgaltuk. Harom napos porcsejtek H,O,
kezelését kovetden a fehérje Thr és Tyr foszforildcidja volt detektdlhato.
Megfigyeltiik, hogy a kalcineurin gitldsa CsA-val szintén fokozta a
kettOsen foszforildlt Erk1/2 mennyiségét.

A PD098059 a CsA- és a H,O,-kezelést kovetoen csokkentette az
Erk1/2 aktivitdsat és részben megakaddlyozta mind a Sox9, mind az

aggrekdn mRNS szintjének csokkenését is a kezeléseket kovetden. A
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Sox9 foszforildcids szintjének emelkedése volt detektilhaté oxidativ
stresszben és a CsA-kezelés hatdsdra, amit az Erk1/2 aktivitdsdnak gatldsa
PD098059 inhibitorral nagymértékben visszaszoritott. A PDO098059
inhibitor a kezeletlen kultdrdkban is csokkentette a Sox9 foszforilaci6jat
és fehérjemennyiségét.

A porcsejtek PD098059 inhibitorral torténd kezelése fokozta a
kalcineurin transzkripcidjit, de a fehérjemennyiségét nem befolydsolta.
PD098059 az oxidativ stressznek kitett porcsejtekben is fokozta a
kalcineurin mRNS és fehérje szintjét, a CsA hatdsidt nem moddositotta.
Megfigyeltik, hogy a PD098059 kezelés szignifikdnsan fokozta a
kalcineurin aktivitdsat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Nem volt
szamottevd valtozds a CsA-nak, ill. az oxidativ stressznek kitett sejtek
enzimaktivitdsdban PD098059 kezeléssel.

Az NFAT csaldd transzkripcids faktorai a kalcineurin aktivélds
intracellularis hatasainak fo mediatorai. Kisérleti rendszeriinkben, az
NFAT4 foszforil4cigjat figyeltiik meg valamennyi kezelést kdvetden, de

nem talaltunk kiilonbséget a foszforilacids szintek kozott.

A PKC izoenzimek szerepe a kalcineurin szabalyozasaban forbol-
észterrel és Ca-ionoforral stimulalt human mononuklearis sejtekben
Sejtpermedbilis, specifikus PKC inhibitorok (1 pM GF109203X,
a klasszikus és az 1j tipusu, 0,2 pM G66976, a klasszikus és 10 uM
Rottlerin, a & PKC izoenzimek gatloszere) alkalmazdsaval vizsgéltuk,
hogy mely PKC izoenzimek vehetnek részt a kalcineurin
szabdlyozdsdban. A nem-stimuldlt periférids mononukledris sejtek PKC
inhibitorokkal val6 kezelése nem okozott szignifikdns valtozdst a

kalcineurin aktivitisaban. A sejtek PMA kezelése utdn mért kalcineurin
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aktivitds mintegy 30 %-kal csokkent a nem-stimuldlt kontrollhoz képest,
melynek aktivitdsdt 100 %-nak tekintettilk. A Ca-ionofor jelentdsebb
csokkenést (40-50 %) eredményezett a kalcineurin aktivitisaban a
kezelést kovetden. PMA és Ca-ionofor egyiittes alkalmazdsa nem okozott
tovabbi kalcineurin aktivitas csokkenést.

A PKC inhibitorok, a GF109203X, ill. a G66976, kb. azonos
mértékben fokoztdk a kalcineurin aktivitdsit stimuldlt sejtekben (PMA
jelenlétében: 68 %-rol 85 %-ra, ill. 88 %-ra, Ca-ionofor jelenlétében: 58
%0-101 87 %-ra ill. 79 %-ra, Ca-ionofor és PMA jelenlétében: 47 %-ro6l 92
Y-ra, ill. 90 %-ra), mig a Rottlerin PKCo gatlészernek nem volt
észrevehetd hatdsa. A GF109203X a PKC izoenzimek kevésbé szelektiv
inhibitora, mint a G66976, mivel a klasszikus €és az 1j tipusi PKC
1zoenzimeket egyarant gitolja. A G66976, a cPKC izoenzimek inhibitora,
egyedill is képes volt kivédeni a kalcineurin aktivitdsdban bekovetkezd
gatlast, igy feltételezhetjiik, hogy elsésorban a cPKC a, B, v izoenzimek
jatszanak szerepet a PMA és/vagy a Ca-ionofor indukélta véltozdsokban.

Megfigyeltiik, hogy sem a PMA, sem a Ca-ionofor nem
befolyasolja a kalcineurin mRNS-, ill. fehérjeszintjét. Ezek ramutattak
arra, hogy a PMA-val és a Ca-ionoforral stimuldlt humén periférias vér
mononukledris sejtjeiben mért kalcineurin enzimaktivitdsdnak csokkenése
nem a kalcineurin transzkripcidjdban vagy transzlacigjdban bekovetkezd

gatlas kovetkezménye.

Cabin 1: lehetséges jeltovabbité molekula a PKC és a kalcineurin
kozott
Ismeretes, hogy a kalcineurin PKC 4ltali foszforildcidja nem

befolyésolja az enzim aktivitisat, ezért feltételeztiik, hogy olyan upstream
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jelatviteli molekula jatszhat szerepet a kalcineurin aktivitdsanak
gétlasaban, amelyet a PKC foszforildl. Ismeretes, hogy PKC aktivélésra a
Cabin 1 hiperfoszforildlédik, ami fokozza a kalcineurinnal szembeni
érzékenységét. A hiperfoszforildlt Cabin 1 a kalcineurinhoz kotédve
gatolja a foszfatdz aktivitdsat.

A Cabin 1 Ilehetséges jeltovabbitd szerepének felderitésére
vizsgéltuk a fehérje foszforilacios szintjének vdltozdsat a kezelések
hatdsdra. A Cabin 1 fehérjét immunprecipitdltuk poliklondlis Cabin 1
antitest segitségével. Az immunprecipiticié utdn a Cabin 1 foszfo-Ser
oldallancét foszfo-Ser antitesttel mutattuk ki immunoblottal. A Cabin 1
foszforilacids szintje jelentdsen megemelkedett a PKC aktivalo szerek
hatdsdra kiilon-kiilon, ill. egyiittes alkalmazasakor, amit a PKC
inhibitorok (GF109203X és G66976) nagymértékben visszaszoritottak. A
Rottlerin nem befolyédsolta a Cabin 1 foszfo-Ser tartalmit a kezelt

sejtekben a stimuldlt mintdkhoz viszonyitva.
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DISZKUSSZIO

A protein foszfatdzok ugyanolyan fontos szerepet toltenek be a
sejt- és szovetdifferencidciot reguldld kiillonbozd fehérje foszforildcids-
defoszforildcids folyamatainak szabalyozdsaban, mint a protein kindzok.
Az oxidativ stressz az egyik olyan faktor, ami a gyullad4sos
megbetegedések sordn porckdrosoddst idéz eld és reaktiv oxigén gyokok
termelésén keresztiil befolyasolja a kalcineurin aktivitasat.

Kimutattuk a kalcineurin jelenlétét és katalitikus aktivitasat
csirkeporc sejtekben. A kalcineurin pozitiv szerepét feltételezziik
csirkeporc sejtek in vitro kondrogenézis szabdlyozdsiban, mivel azt
tapasztaltuk, hogy a kalcineurin inhibitor, a CsA gétolta a HD sejtek
porcképzddését valamint csOkkentette az aggrekdn és a Sox9 mRNS
szintjét. Megfigyeltiikk, hogy az oxidativ stressz gatolta a kalcineurin
enzimaktivitdsit és csOkkentette a porcképzodést, ami szintén a
kalcineurin pozitiv szerepét tdmasztja ald a porcdifferencidciéban. A
kalcineurin &ltal szabdlyozott NFAT4 transzkripcids faktor alap
foszforilacios szintjét nem sikeriilt detektélni a kezeletlen kontrollban, de
a hidrogén-peroxid és a CsA kezelések az NFAT4 foszforilalt formdjanak
a megjelenését 1dézték eld. Mivel a foszforildlt NFAT4 szintje azonos
volt a kezelt kol6nidkban, felmeriilt annak a Ilehetdsége, hogy a
kalcineurinnak mds target molekulai és/vagy az oxidativ stressz is részt
vallal a kisérleti rendszeriinkben.

A metakromdzids analizis utdn fokozott porcképzddést figyeltiink
meg a PD098059 MEK/Erk1/2 inhibitor jelenlétében, mig a Sox9 mRNS
és fehérje szintjében kismértékii csokkenést tapasztaltunk. Mivel a foszfo-

Sox9 inicidlja és stimuldlja a porcspecifikus makromolekuldk (pl. II-
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tipusu kollagén, aggkrekdn) génjeinek transzkripcids aktivitasat, azt
feltételezziik, hogy az Erkl/2 gitlisa a PD098059 inhibitorral, ami
fokozta a porclerak6dds mértékét, olyan downstream target molekuldkra
is kihathat, amelyek a porcképzddést segitik eld. Eredményeink alapjin
nem vetjilk el annak a lehet6ségét sem, hogy az Erk1/2 foszforildlja a
Sox9 transzkripcids faktort. A Sox9 foszforildcids szintje megemelkedett
a kalcineurin aktivitdsat géatld oxidativ stressz és CsA-kezelés hatdsara,
ugyanakkor mindkét kezelés csokkentette a porcképzddést. A H,O,-vel és
CsA-val kezelt sejtekben az Erk1/2 aktivitisa megemelkedett. Az Erk1/2
gatlasa PD098059 inhibitorral részben kivédte mind a H,O,, mind a CsA
indukalt porckdrosoddst. A Sox9 foszforilacids szintje magasabb volt a
PD098059 inhibitor jelenlétében, a H,0,-vel és a CsA-val kezelt
mintdkban a kontroll kultdrdkhoz viszonyitva. Ezek az eredmények
tovabb erdsitik azt a feltételezésiinket, hogy a fokozott Erk1/2 aktivitds
lehet az oka a csokkent porcképzOdésnek az oxidativ stresszt kdvetden,
tovabba a kalcineurin negativ hatést fejthet ki az Erk1/2 és/vagy a Sox9
foszforilacios folyamataira a kondrogenézis soran.

Azt az ellentmondast, hogy a Sox9 foszforilacidja fokozodott €s
ezzel egyidejlileg a porcképzodés visszaszorult mind az oxidativ stressz,
mind a CsA-kezelést kovetOen, azzal magyardzzuk, hogy a cAMP-
dependes protein kindz (PKA) aktivitisa megemelkedett mindkét kezelést
kovetden. Ismeretes, hogy a PKA a kondrogenézis pozitiv reguldtora
fokozva a Sox9 transzkripcids aktivitdsat. A kalcineurinnak és a PKA-nak
van egy kozos horgony fehérjéje (AKAP79), amely a megfeleld
szubcelluldris kompartmentekbe irdnyitja a partnereket, a két fehérje
szoros  egylittmiikodésére utalva a  kiilonb6z6  intracelluldris

folyamatokban.
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A kalcineurin szerepét PMA-val és Ca-ionoforral stimulalt
egészséges humin donoroktdl szdrmazd periférids vér mononukledris
sejtjeiben is vizsgéltuk. Kimutattuk, hogy mind a PMA, mind az
intracelluldris térben megndvekedett Ca**-ion koncentricié hozzéjarul a
kalcineurin aktivitdsanak csokkenéséhez anélkiil, hogy befolydsolna a
kalcineurin  mRNS- és fehérjeszintjét. Megfigyeltiik, hogy az
enzimaktivitas-csokkenés érzékenyebb volt a Ca-ionofor hatdsdra, mint a
PMA kezelésre, mert nagyobb mértékben csokkentette az enzim
aktivit4sat.

A sejtpermedbilis PKC inhibitorok alkalmazédsa ramutatott arra,
hogy a cPKC a, B, és y izoenzimeknek van szerepe a PMA-val és/vagy a
Ca-ionoforral stimuldlt PBMC-ben mért kalcineurin aktivitdsdnak
gatlasdban, mivel a G66976, a cPKC izoenzimek szelektiv inhibitora,
egyedill is képes volt a stimulus hatdsat kivédeni. Mivel a kalcineurin
PKC éltali foszforilaciéja nem befolydsolja a foszfataz aktivitasat, ezért a
Cabin 1 jeltovabbité szerepét feltételeztik a PKC és a kalcineurin
jelpdlydk  Osszekapcsoldsdban. Megfigyeltik, hogy a Cabin 1
foszforilacios szintje megemelkedett a PKC aktival6 szerek hatdsara, ami
a GF109203X és a G06976 inhibitorok jelenlétében jelentdés mértékben
visszaszorult. Ez meger0sitette azt az elképzelésiinket, hogy a Cabin 1
szerepet jatszhat a PKC jel tovédbbitisdban, a Kkalcineurin enzim

aktivitdsdnak géitlasdban mononukledris sejtekben.
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KONKLUZIOK

v" Eredményeink a kalcineurin pozitiv szerepét sugalljadk a csirkeporc
sejtek kondrogenézisében, mivel a CsA csokkentette a porc mennyiségét
és az aggrekan valamint a kondrogenikus Sox9 transzkripcids faktor
mRNS szintjét.

v A H,0, gitolta a porcképzOdést koncentracié-fiiggd mdédon anélkiil,
hogy szdmottevoen befolyasolta volna a sejek életképességét és a
sejtszdmot. A Sox9 mRNS szintje és a defoszforildlt fehérje mennyisége
csokkent a H,O,- vagy a CsA-kezelést kovetden, mig a foszforilacidja
fokozodott mindkét kezelés hatdsara.

v Az oxidativ stressz csokkentette a kalcineurin aktivitdsat. A H,0,-
vagy a CsA-kezelés pedig erdteljesen fokozta a MAPK/Erkl/2
foszforilacidjat.

v' Az Erkl1/2 gatlasa PD098059 inhibitorral csokkentette a porcmatrix
deplécidjat, valamint a Sox9 expresszidjat és foszforilacigjat H,O,- vagy
CsA-kezelt kultdrakban.

v A H,0O, kondrogenézis gitlé hatdsat részben a kalcineurin gatlésa,
részben az Erk1/2 MAPK aktivalasa kozvetiti.

v Mind a PMA, mind az intracelluldris térben megndvekedett Ca*'-
koncetracié hozzdjarul a kalcineurin aktvitdsdnak csokkenéséhez humin
periférids vér mononukledris sejtjeiben anélkiil, hogy befolydsolnd a
kalcineurin mRNS- és fehérjeszintjét.

v A cPKC a, B, y izoenzimek jdtszanak szerepet a kalcineurin
aktivitdsdnak gatldsadban PMA-val és Ca-ionoforral stimuldlt huméan

mononukledris sejtekben.

24



v Ebben a folyamatban a hiperfoszforildlt Cabin 1 lehet a jelatviteli
molekula, ugyanis a Cabin 1 fokozott foszforildcidja volt detektdlhatd a
cPKC izoenzimek enzimatikus aktivalasat kovetoen, ami a kalcineurin

gatlasat eredményezte humian PBMC-ben.
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