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BEVEZETES

Az izomregenerdcio

A harantcsikolt izom egyik jellegzetes tulajdonsédga, hogy nagyfoku in vivo €s in vitro
regenerdcids képességgel rendelkezik (Ehrhardt és Morgan, 2005; Tidball, 2005), mely
kozponti szerepet jéatszik a sériilést kovetd, valamint a posztnekrotikus izomujraépiilésben (pl.
izomdystrophidk, myopathidk, myositisek) (Grounds, 1991; Dupont-Versteegden és mtsai,
2000; Cho-Chung és mtsai, 2002; Hyatt és mtsai, 2003). Az in vivo izomregeneraci6 kiindul6
forrasa a szatellitasejtek, melyek az izomrostok sejtmembrdnja és lamina basalisa kozott
taldlhaté nyugvo, egymagvu izom prekurzor sejtek (Armand €s mtsai, 1983; Bischoff, 1990,
1994). Szamuk felndtt vazizomban limitalt, é€s az életkor eldrehaladtaval csokkend mértéket
mutat (Schultz és Lipton, 1982; Ferrari és mtsai, 1998). A szatellitasejtek egyik igen fontos
jellemzdje, hogy specifikus ingerek hatdsdra mitotikusan osztédni kezdenek (myoblastok
kialakuldsa), DNS tartalmuk beépiil a mitdzisra mar képtelen izomsejtek magjdba, majd ezt
kovetéen (akdr a sériilt izomrosttal vald) fuzié és differencidlédds utin tobbmagvu
izomsejtekké olvadnak 6ssze (Grounds, 1991; Chambers és McDermott, 1996). A folyamat in
vivo vizsgalatara regenerdlodé izombdl szarmazé Dbiopszidk alkalmasak, melyek
szarmazhatnak beteg vagy kisérletesen 1étrehozott izomnekrézist szenvedett izomzatbdl is
(Grounds, 1991; Cho-Chung és mtsai, 2002). Ezen modellek eldnye, hogy a vizsgdlt
rendszerben a szatellitasejteken kiviil maguk a regenerdl6ddé izomrostok is jelen vannak;
hatrdnyuk viszont, hogy a proliferdcié és differencidlodas idobeli és térbeli 1épései csak
nehézkesen vagy egyéltaldn nem tanulmédnyozhatéak.

Az izomregeneracié kivadléan modellezhetd in vitro humédn vazizomsejtek
tenyésztésével (Cossu és mtsai, 1980; Schultz és McCormick, 1994; Boczan és mtsai, 2000).
Az enzimatikus és mechanikus tuton izombiopszidkbdl izolélt szatellitasejtek és myoblastok

(Bischoft, 1994) — megfeleld tenyésztési kortilmények kozott — proliferdlnak,



differencidlédnak és fuziondlnak, majd sokmagvi myotube-okat hoznak 1étre (Cossu és mtsai,
1980; Schultz és McCormick, 1994; Boczéan és mtsai, 2000). Az in vitro vizsgdlatok masik
lehetséges modja szekunder tenyészetek létrehozasa, melyek izomsejt eredetii sejtvonalakbdl
indithatéak, és megfelelé koriilmények hatdsdra a fentiekhez hasonlé differencidlédasi
folyamat figyelhetd meg benniik (Ostrosvky és mtsai, 2002; Koleva és mtsai, 2005).

Az izomregeneracié eseményei az aldbbi folyamatsorral jellemezhetok (Osszefoglalta
Wagers és Conboy, 2005): a mitotikusan inaktiv szatellitasejtek aktivacidjat az izomsériilés
helyére bevandorlé polimorfonukledris leukocitdk és a szatellitasejtek kozotti sejt-sejt
interakcid (integrinek, adhéziés molekuldk) indithatja el (Jesse és mtsai, 1998; Disatnik és
Rando, 1999). Ezzel parhuzamosan, az izomrostok és a szatellitasejtek altal termelt ma4j
novekedési faktor (hepatic growth factor, HGF) fokozza a sejtek proliferaciéjat (Anastasi és
mtsai, 1997), valamint a sériilés helyére torténd migraciéjat (Bischoff, 1994). Ezt kdvetden az
aktivalt szatellitasejtek tovabbi proliferdciéjat, differencidlodédsat €s fuzigjat szamos egyéb
novekedési faktor €s citokin autokrin €s parakrin médon létrehozott kapcsolata szabédlyozza.
Ilyen anyagok a makrofagokbdl felszabadul6 interleukin-6 (IL-6) és leukémia gatld faktor
(LIF) (Cantini és mtsai, 1994), a szdmos sejt altal termelt fibroblaszt novekedési faktor
(fibroblast growth factor, FGF) (Grounds, 1991), a thrombocyta eredetii novekedési faktor
(platelet-derived growth factor, PDGF) (Yablonka és mitsai, 1990), valamint az aldbb
részletezendo inzulinszerti novekedési faktor-1 (IGF-I).

A szatellitasejtek proliferaciojat €s differencidlodésat kiilonféle jeldtviteli utvonalakon
keresztiil hat6 izomspecifikus szabdlyozé faktorok (myogenic regulatory factors, MRF) is
befolydsolhatjak. Ezen transzkripcids faktoroknak jelenleg négy képviseldjiik ismert: a primer
MREF-ek csoportjdba tartozé6 MyoD és myf5 (Braun és mtsai, 1989; Sabourin és mtsai, 1999),
valamint a szekunder MRF-okat alkot6 myogenin (Wright és mtsai, 1989) és MRF4 (Rhodes

és Konieczky, 1989; Sabourin és mtsai, 1999). Kiilonboz6 vizsgdlatok sordn bebizonyitottdk,



hogy a nyugvé szatellitasejtek aktivaciojahoz feltétleniil sziikséges a MyoD vagy myf5
jelenléte, majd ezen két faktor koexpresszidja biztositja a differencidléddsi program
beindulédsat (Sabourin és Rudnicki, 2000). A differencidlt myotube-okban ugyanakkor mar a
szekunder MRF-ek expresszidja is megfigyelhetd (Sabourin €s Rudnicki, 2000). Fontos
megemliteniink, hogy ezen miogén reguldciés faktorok aktivitdsit (melynek fokozddéasa
izomspecifikus fehérjék termelddését inditja el) nagyban befolydsolja foszforilaciés allapotuk,
mely feltehetéen a fent bemutatott novekedési faktorok €s citokinek receptoraihoz kapcsolt
jelatviteli dtvonalakon keresztiil médosulhat (Liu és mtsai, 1998; Song és mtsai, 1998; Li és
mtsai, 1999). Bebizonyosodott tovabb4, hogy a termelt fehérjék egy részének a regeneracid
soran tapasztalhaté expresszidja eltér a differencidlt izomrostban megszokottdl, igy azok (pl.
dezmin, vimentin, o-aktin, o-aktinin) a regeneracié jelzOmolekuldiként is alkalmazhaték

(Bornemann és Schmalbruch, 1992; van der Ven és mtsai, 1992).

Az IGF-I, mint az izomregenerdcio egyik kozponti szabdlyozo molekuldja

Az IGF-I az inzulinnal nagyfoku szerkezeti homoldgiat mutaté novekedési faktor. A
vérben keringd IGF-I-et (melynek szekrécidjat az adenohypophysis ndvekedési hormonja
szabdlyozza) elsOsorban a méjsejtek termelik. Az igy szekretdlt IGF-I kozvetiti a novekedési
hormon hatédsainak egy részét, elsGsorban a csont- és porcszovet linedris ndvekedésének
serkentését. Az IGF-I ugyanakkor szinte minden mds szovetben is termelddhet, igy a
novekedési faktor mintegy univerzalis autokrin és parakrin szereppel bir a legtobb sejttipus
novekedésének, fejlodésének, valamint regenerdcidéjanak szabalyozdsaban (Haugk és mitsai,
2000; Adams, 2002).

Az IGF-I a harantcsikolt izomszovetben is megtaldlhat6, mint a szatellitasejtek
terméke (Allen és Boxhorn, 1989; Florini és Magri, 1989; Butler és mtsai, 1998). Kimutattdk,

hogy az IGF-I az izom miikodésének egyik esszencidlis novekedési faktora, hiszen jelenléte



sziikséges az izom fejlodéséhez és novekedéséhez (Liu és mtsai, 1998). Myogenikus
sejtkultirdkban megallapitottdk ugyanis, hogy az IGF-I fokozza a génexpresszidt, a DNS és
protein szintézist, kiilonféle transzport-mechanizmusok aktivitdsat, valamint a sejtek
migracidjat, proliferacidjat és differencidlodasat (Allen és Boxhorn, 1989; Edwall és mitsai,
1989; Florini és Magri, 1989; Milasincic és mtsai, 1996; Palmer és mtsai, 1997; Glass, 2003;
Zorzano és mtsai, 2003; Foulstone és mtsai, 2004; Jacquemin és mtsai, 2004).

Bebizonyosodott emellett, hogy izomsériilések €s kiilonféle eredeti izomatrophidk
utdn az szatellitasejtekben, myoblastokban, myotube-okban, valamint az izomrostokban
fokozédott az IGF-I termelddése, mely maga utidn vonta a myoblastok fokozott
proliferacidjat, fizidjat és differencidlédasat (Jennische és mtsai, 1987; Jennische és Hansson,
1987; Grounds, 1991; Reardon és mtsai, 2001; Jones és mtsai, 2004). Ezen adatokat
aldtdmasztand6é megallapitast nyert tovabbd, hogy kiilonféle dystrophidban szenvedd betegek
rekombindans humdn IGF-I-gyel, valamint géntranszfer technikdkkal torténd kezelése
jelentdsen javitotta a beteg vdzizom metabolizmusat és funkciéjat (Vlachopapadopoulou és
mtsai, 1995; Furling és mtsai, 1999; Rabinovsky és mtsai, 2003). Ijgy tlinik tehét, hogy az
IGF-I az izomregeneracié folyamatainak szabalyozasaban is kozponti szereppel bir (Husmann
és mtsai, 1996; Barton-Davis, 1998).

Altaldnosan elfogadott, hogy az IGF-I mitogén hatdsit az egy transzmembrdn
doménnel rendelkezd, tirozin-kindz aktivitassal bird receptorahoz kapcsoldodva fejti ki
(Dupont és LeRoith, 2001). Az is ismert, hogy az IGF-I receptordhoz torténd kapcsolddasa
utdn a receptor (auto)foszforildcidja, majd (ennek eredményeként) kiilonb6zd intracellularis
kindz-rendszerek aktivitds-modosuldsa kovetkezik be (Kramer, 1996). Vazizomsejtek
esetében ugyanakkor a kiilonbozd jeldtviteli utvonalak és kindzok részvétele az IGF-I
celluldris hatdsainak kifejlodésében erdsen fajfiiggd jelenséget mutat. Kiilonbozo

munkacsoportok szdmoltak be arr6l, hogy példdul patkdny és egér vazizomsejt



tenyészetekben az IGF-I hatdséat részben a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) tutvonal,
részben MAPK fiiggetlen jeltaviteli mechanizmusok, igy az Akt/foszfatidilinozitol 3-kindz
(PI3-K) és a protein kindz C (PKC) rendszerek kozvetithetik (Milasincic és mtsai, 1996;
Palmer €és mtsai, 1997; Tsakiridis és mtsai, 2001; Haq és mtsai, 2003; Tiffin és mtsai, 2004).
A legkevesebb adattal a human vdzizomsejtek IGF-I-medidlt valaszait illetden
rendelkeziink. Habar (az eddig megjelent igen kis szdmi kozleményben) kordbban
bemutattdk, hogy az IGF-I human kultirdkban is fokozza a miogenikus sejtek hypertrophidjat
és fuziojat, ezaltal a sejtek proliferdcidjat és differencialodasat (Foulstone és mtsai, 2004;
Jacquemin és mtsai, 2004), a potencidlis terdpids felhasznaldshoz elengedhetetleniil sziikséges

celluléris hatdsmechanizmus pontos leirdsa hidnyzik.

A protein kindaz C (PKC) izoenzimek

A protein kindz C (PKC) izoenzimcsaldd a szerin-threonin kindzok egyik jelentds
képviseléje. A mai napig 11 kiilonb6z6 PKC izoenzimet kiillonboztettek meg (Nishizuka,
1988; Jaken, 1996), melyeket aktiviaciés mechanizmusaik és szerkezeti sajatsdgaik alapjan 4
nagyobb csoportba sorolhatunk (1. abra).

A Klasszikus csoportba (cPKC) a cPKC a, BI, BII és a 7y izoenzimek tartoznak. Ezen
izoformdk kozos jellemzdje, hogy diacil-glicerol (DAG) és kalcium-dependensek, vagyis
aktivdlodasukhoz ezen anyagokat kofaktorként igénylik. A mdasodik csoportba a kalcium-
fiiggetlen, de DAG-fiiggd novel nPKC93, € m és a 0 izoenzimek tartoznak. Ko6z0s
tulajdonsaguk, hogy kalcium nélkiil, diacil-glicerollal (illetve annak exogén megfelel6jeként
bizonyos forbol-észterekkel) is maximadlisan aktivalhaték. A harmadik csoportba az atipusos
izoenzimek sorolhaték (aPKC), melyek kozé a PKC { és AA tartoznak. Jellemzdjiik, hogy

aktivdlédasukhoz sem kalciumot, sem phorbol-észtert nem igényelnek. A negyedik csoportot



egyetlen enzim alkotja, a PKCu (djabb nevén a PKD), mely mind aktivaciéjat, mind

struktdrdjat tekintve rendhagyé izoformanak tekinthetd.
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1.dbra A protein kindz C izoenzimek sematikus szerkezeti jellemzoi

A PKC izoformdk 4ltaldnos aktivdléddsdnak sémadja egy tobblépcsds eseménysorral
jellemezhetd (Nishizuka, 1988, 1992; Jaken, 1996):
—az aktivator molekuldk reguldtor doménhez val6 kotdédése olyan konforméciévaltozast
indukdl, amelynek hatdsdra a citoszolikus enzim pszeudoszubsztrat régidja eltdvolodik a
katalitikus domén szubsztratkotd régidjardl, igy az szabadda vélik a foszforildland6 szubsztrat
szamara,
—ezutdn az enzim a Cl1 doménen keresztiil egy intracelluldris struktirdhoz (sejtmembran,
Golgi-komplex, maghartya, citoszkeletdlis komponensek) transzlokdlédik, majd a katalitikus
C3 domén foszforildlja az enzimre specifikus szubsztritot (pl. citoszkeletédlis fehérjék,
ioncsatorndk, receptorok, transzkripcios faktorok, kindzok, foszfatizok);
—a tartés enzimaktivitds elkeriilésére intracellularis proteolitikus enzimek az aktivalt PKC

enzimet hasitjdk és lebontjdk (down-regulacio).



Szervezetiinknek nincs olyan sejttipusa, amely ne rendelkezne valamely PKC
izoformaval, illetve izoformdkkal. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy nem mindegyik
izoenzim taldlhaté meg minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek a szervezetben az adott
speciesre, szovetre, valamint sejtre jellemzd megoszlast és mintazatot mutatnak (Nishizuka,
1988, 1992; Goodnight és mtsai, 1994; Way és mtsai, 2000; Gutcher és mtsai, 2003). Ezen
megoszlas gazdagsdgabdl fakad, hogy a PKC enzimek az élettani szabdlyozé folyamatok
legszélesebb skaldjat képesek befolydsolni. Alapvetd €s kozponti szereppel birnak (a teljesség
igénye nélkiil) példaul a sejtek proliferacidjanak és differencidlédasanak szabdlyozasiaban, a
programozott sejthaldl (apoptdzis) folyamatsordban, meghatdrozott sejttipusok altal termelt
medidtorok  (vazoaktiv anyagok, novekedési faktorok, citokinek) szintézisének
szabdlyozésaban, ingerlékeny szovetek elektrofiziol6giai jellegzetességeinek
(csatornaaktivitds, akcids potencidl kdédolds, izomkontrakcié) optimadlis kialakitdsdban, a
kozponti idegrendszer integritdsdnak €s mikodésének fenntartdsdban, a szervezet védekezd
mechanizmusainak reguldciéjaban (fagocit6zis, immunglobulin termelés), stb. (Nishizuka,
1988, 1992; Decker, 2003; Gutcher és mtsai, 2003; Becker és Hannun, 2005).

Az utébbi idében azonban egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a PKC izoenzimek
nemcsak szerkezeti, aktivicios és megoszlasi heterogenitdst mutatnak, hanem regulaciéjuk és
bioldgiai szerepiik is jelentOsen kiillonboz(het)ik egymdastdl (Nishizuka, 1992; Decker, 2003).
Bebizonyosodott emellett az is, hogy egy adott sejtvélasz (kiilonos tekintettel a proliferacio és
differencialodas) kialakitasaban a kiilonb6z6 izoenzimek nemcsak eltérd aktivitassal vehetnek
részt, de hatdsuk gyakran ellentétesnek adédik. Igy példdul kideriilt, hogy K-562
erythroleukémia sejtvonalban a cPKCo felelds a forbol-észter éltal indukalt cytostasis
kialakuldsaért, mig a cPKCpy ezen sejtek proliferdcidjdban jatszik szerepet (Murray és mtsai,
1993). Humdén keratinocytidkban (Papp és mtsai, 2004) és NIH 3T3 fibroblasztokban

(Mischak és mtsai, 1993) kimutattdk azt is, hogy mig a nPKCd megillitotta a sejtek
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proliferacigjat, addig a nPKCe fokozta azt. Ezen tilmenden bebizonyitottdk, hogy C6 glioma
sejtekben (Brodie és mtsai, 1998) a PKC izoenzimek expresszids szintje feltlinden

megvaltozik a sejtek differencidléddsa sorén.

A PKC izoenzimek és a hardntcsikolt izom kapcsolata

A PKC rendszer szabdlyoz6 szerepét vazizom esetén is leirtdk. Bebizonyitottdk, hogy
a PKC aktivitdsanak modositdsa forbol-észterekkel fokozta az inzulinfiiggd gliikkoz-
transzportot (Henriksen és mitsai, 1989; Tanti és mtsai, 1989), stimuldlta a D-vitamin
indukalta kalciumfelvételt (Massheimer és de Boland, 1992), valamint utdnozta a
prosztanoidok hatdsdt a myoblastok flizi6janak serkentésében (Farzaneh és mtsai, 1989). A
vazizomsejtek D-vitaminnal val6 kezelése modositotta a PKC-k szubcelluléris lokalizécigjat
(Marinissen és mtsai, 1998), ezzel tdmogatva azon hipotézist, amely a PKC szerepét
feltételezi a vazizomsejtek kiilonb6zd folyamatait mddosité dgensek celluldris hatdsainak
kozvetitésében. Bebizonyosodott tovabbd, hogy a forbol-észterek képesek a kontraktilis
proteineket kédol6é génszakaszok down-regulédcidjdra termindlisan differencialéodott myotube-
okban (Zhu és mtsai, 1991) és megsziinteti a myf5 gének (izomszabdlyozd-faktor, mely a
vazizom prekurzor sejtek kialakitdsdban jatszik szerepet) expresszidjdnak dexamethason és az
anisomycin altali up-regulaciéjat.

Az izoenzimek specifikus szerepére vonatkozdan megallapitottdk tovabba, hogy amig
az nPKCO koponti szerepet jatszik az inzulin vazizomhomeosztazist szabalyozo
folyamatainak kifejlédésében (Serra és mtsai, 2003), addig a cPKCa és az nPKCJ izoformak
vesznek részt a tumor necrosis factor-o inzulin-szignalizdciét gatlé hatdsiban (Leitges és
mtsai, 2002; Rosenzweig és mtsai, 2002). Ezen tilmenden kimutattdk, hogy az nPKCJ és az
aPKCC fokozza a gliikéz-transzport mechanizmusok aktivitdsdt (Braiman és mtsai, 1999,

2001a) valamint, hogy az aPKCC és A izoformdk meghatdrozé szereppel birnak a fokozott
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(izom)munkavégzés altal beinditott metabolikus és génexpresszids valaszok szabdlyozasaban
(Perrini és mtsai, 2004).

A PKC rendszer szerepet jatszik a hardntcsikolt izomsejtek novekedésének
szabdlyozdsaban is. Patkdnybdl izoldlt primer vazizomsejt-kultirdkban specifikus PKC
inhibitorral vagy a PKC aktivator forbol 12-mirisztat 13-acetattal (PMA) torténd kezelés nem
véaltoztatta meg lényegesen a myogenikus differencidlédédst (Lagord és mtsai, 1993). Ezzel
szemben csirke vazizomsejteken a PMA mddositotta a differencidlédasi marker expressziojat,
szelektiven és reverzibilisen gdtolta a differencidloddsi programot (Mermelstein és mitsai,
1996), blokkolta a DNS-szintézist, valamint szelektiven down-reguldlta a PKCa-t (Capiati és
mtsai, 1999). Ehhez részben hasonléan, normdl tenyésztett human izomban kimutattik, hogy
a PMA doézisfiiggden gatolta a vazizomsejtek proliferdcidjat és fuzidjat, csokkentette az
izomspecifikus differencidléddsi marker dezmin expresszidjat (Boczan és mtsai, 2001),
valamint meggatolta a myogenesist a mar fuzionalt myotube-okban (Fisher és mtsai, 1982,
1983).

Meglehetdsen szegényes, gyakran egymadsnak ellentmondd, valamint (a fentiekhez
hasonldan) erdsen fajfiiggd jellegzetességeket mutatd adatokkal rendelkeziink az egyes PKC
izoformdk  specifikus  szerepét illetben a véazizomsejtek prolifericidjaban  és
differencidloddsaban. Legjobb tudomdsunk szerint az eddigi vizsgédlatok csupan azt
allapitottdk meg, hogy a cPKCa jelentds pozitiv szabalyozé szereppel bir csirke myoblastok
proliferacidjanak fokozasdban (Capiati és mtsai, 1999, 2000). Emellett kimutattdk, hogy az
nPKC6 overexpresszidja fokozta egér (Miles és Wagner, 2000) és human (Chalfant és mtsai,
2000) vazizomsejtek differencidléddsat, habar az izoforma egér hardntcsikolt izomsejtekben

torténd overexpresszidja nem érintette azok fizids készségét (Miles és Wagner, 2000).
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A hialinporc, a porcdifferencidcio legfontosabb lépései

A hialinporc kiilonboz6 helyeken fordul eld a gerinces szervezetekben. Tipusos
lokalizaci6 a valddi iziiletek csontfelszineit boritd iziileti porc, valamint a zsigerek falat
merevitd dlland6 vagy zsigeri porc (Heinegard és Oldberg, 1989). Az élland6 porcok sejtjei a
perikondrium belsé rétegében taldlhaté kondrogenikus Ossejtekbdl potlédhatnak, mig a
differencialt iziileti porc regenerdciora képtelen a perikondrium hidnya miatt. Embriondlis
korban a porcszévet mezenchymadlis szovetbdl differencidlédik. A kondrogenikus Ossejtek
proliferacidja, porcsejt irdnyba elkotelezett sejtté alakuldsa, a porcsejt-fenotipus elnyerése és a
porcszovet kialakitdsa egyarant fiigg genomidlis faktoroktdl (,,master” gének, ldsd aldbb),
lokalis mikrokornyezeti tényezOktdl (autokrin és parakrin novekedési faktorok és citokinek,
extracelluldris matrix €s sejtadhéziés molekuldk), valamint a differencidl6do sejtek felszini
receptorainak (integrinek, citokinreceptorok) mintazatatél (Sandell és Adler, 1999). A
porcsejtek differencidcidjat ily moédon szdmos, kiilonb6z6 forrasbol szdrmazé faktor
(hormonok, lokdlisan termelt citokinek stb.) szabdlyozhatja. A porcdifferenciacié
folyamatdnak kisérleti modellezésére kivaléan alkalmas a csirkeembridk végtagtelepeibdl
eldallitott primer, porcosodé high density (HD) sejtkultira.

Mind az in vivo, mind az in vitro porcdifferencidlédas fontos kezdeti 1€pése a
kondrogenikus sejtek kisebb sejtcsoportokba valé kondenzéacidja. A sajat kisérleteink soran is
haszndlt HD mezenchimdlis kultirdkban a kondrogenikus sejtek kondenzicidja az elsod
tenyésztési nap folyamén zajlik, majd a masodik €s harmadik napon a nodulusok sejtjei
porcsejtekké differencidlédnak (Ahrens és mtsai, 1977; San Antonio és Tuan, 1986). A korai
sejt—sejt kapcsolatok a kondrogenikus sejtek felszinén megjelend adhéziés molekuldk révén
valésulnak meg (Widelitz és mtsai, 1993; Oberlender és Tuan, 1994), ugyanakkor a
szomszédos sejtek kozott szdmos gap junction is megjelenik (Kelley és Fallon, 1978). Az

egyik legfontosabb citokincsoport, a transforming growth factor (TGF) csalad tagjair6l
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kimutattdk, hogy az ide sorolhat6 egyes citokinek (pl. bone morphogenetic proteinek [BMP]
€s receptoraik) a differenciicié tobb fazisdban is befolyasoljdk a porcképzddést (Kulyk és
mtsai, 1989; Leonard és mtsai, 1991; Pizette és Niswander, 2000).

A sejtek felszinén és az intracelluldrisan zajlé véaltozdsok mellett a differencidl6do
sejteket koriilvevo extracellularis matrix (ECM) is jelentds dtalakuldsokon megy keresztiil. A
sejtkondenzaciot megeldzéen és annak sordn a kondrogenikus sejtek nagy mennyiségli
fibronektint vélasztanak ki, mikozben felsziniikon fibronektint kotd integrinek
expresszalodnak (Tavella és mtsai, 1997). A végtagbimbok mezenchimdjanak kozponti
részében a hialuronsav koncentracié a kondenzacié fazisa elott csokken (Toole, 1972); az 1.
tipusu kollagén koncentracidja ekkor a legmagasabb, majd a porcsejtté valé differencidlodas
utdn fokozatosan csokken (Dessau és mtsai, 1980). A sejtek a tovdbbiakban megkezdik a
porcspecifikus ECM-makromolekuldk szintézisét, valamint a megkotésiikhoz sziikséges
receptorok expresszidjat. A differencidciét kovetden egyre nagyobb mennyiségben
szintetizal6do II. tipusu kollagén és aggrekan teljesen koriilveszi a porcsejteket. Ez az egyedi
osszetételll ECM nagy fontossdggal bir a porcsejtek végleges fenotipusanak kialakitdsaban és

fenntartasaban (Cancedda és mtsai, 2000).

A kondrogenezis szabdlyozdsa — a PKC rendszer lehetséges szerepe

A porcdifferenciacié folyamatdnak egyik kozponti ,,master” génje a transzkripcios
faktor Sox9 (de Crombrugghe és mtsai, 2000). A differencidlédés szabalyozdsaban ugyancsak
kiemelkedd szerepet tulajdonitanak annak, hogy a sejtek jelentds mennyiségii prostaglandin
E,-t termelnek, ami az intracelluldris cAMP szintjének emelkedéséhez, majd a cAMP fiiggd
protein kindz A (PKA) aktivdléddsdhoz vezet (Biddulph és mtsai, 2000). Megéllapitotték,
hogy a porcdifferencidcié sordn a PKA cAMP és BMP-2 hatdsara egyarant aktivalodik (Lee

€s Chuong, 1997). Bebizonyosodott az is, hogy a kondrogenikus sejtekben a PKA
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foszforildlja a Sox9-et, s ezzel aktivdlja a ECM-ot kialakité IL. tipusi kollagén és az aggrekédn
kozponti fehérjéjének a génjét (Lefebvre és de Crombrugghe, 1998; Healy és mtsai, 1999; de
Crombrugghe ¢és mtsai, 2000). A PKA masik lehetséges target molekuldja a ,,cAMP
responsive element binding protein” (CREB). Megallapitottdk, hogy a CREB-csaldd
transzkripciés faktorainak foszforilaciéja mind cAMP, mind a TGF-csaldd (pl. BMP-2)
mezenchimdlis kondenzaciot eldsegitd hatdsara fokozodik (Lee és Chuong, 1997).

Kideriilt ugyanakkor az is, hogy kondrocitdkban a CREB a PKC-rendszer jelatviteli
utvonalainak eredményeképpen is foszforildlédhat (Xie és Rothstein, 1995), mely felvetette a
PKC-kapcsolt szignalizacié esetleges szerepét a porcdifferencidlédas szabalyozasaban.
Kezdetben azt gondoltdk, hogy a PKC gatolja a porcdifferenciaciot, hisz a staurosporin (mint
PKC inhibitor) fokozta a kondrogenezist; késObb azonban kideriilt, hogy a staurosporin egyéb
hatdsainak kovetkeztében fokozdédott a porcdifferenciacié (Chang és mtsai, 1998).
Megallapitottdk ugyanakkor azt is, hogy a PKC-aktivitds dltalanos gatldsa (példaul PKC-
specifikus forbol-észterekkel) a porcdifferenciacié csokkenéséhez vezetett (Sonn és Solursh,
1993). Erdekes megfigyelés volt ugyanakkor, hogy a MAPK Erk-1 foszforildltsdga a PKC-
aktivitds gatlasaval parhuzamosan emelkedett, mely felvetette, hogy a PKC gatlasa az Erk-1
aktivdloddsan keresztiil gdtolhatja a porcdifferencidciét (Chang és mtsai, 1998).

Mindezen kisszamu irodalmi adat—habar egyértelmiien aldtdmasztotta a PKC
rendszer porcdifferencidloddsban betoltott szerepének fontossidgat —nem adott egyértelmii
valaszt a PKC-fiiggd folyamatok részleteir6l. Szinte teljes mértékben hidnyzik emellett az

egyes PKC izoenzimek specifikus szerepének leirdsa a kondrogenezis folyamataiban.
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CELKITUZESEK

Mint azt kordbban bemutattuk, meglehetdsen szegényes informdcidval rendelkeziink
az (izomregenerdcié folyamatainak tekintetében) egyik legfontosabb novekedési faktor, az
IGF-I celluldris hatdsmechanizmusat illetden humdn tenyésztett vazizomsejteken. Ezért
kisérleteink elso részében az aldbbi célkitlizések kisérletes megvaldsitasat hajtottuk végre:

1. El6szor az IGF-I hatasat kivantuk jellemezni primer humdan vazizomsejtek in vitro
novekedésére, fizidjara és differencidlodaséra.

2. Ezt kovetden, kombindlt farmakoldgiai és képalkot6 modszerek alkalmazdsaval,
vizsgaltuk az IGF-I celluldris hatdsdnak kifejlddésében (potencidlisan) résztvevo
jelatviteli dtvonalak (MAPK, PI3-K, PKC izoenzimek) szerepét.

3. Egy mads speciesbdl szarmazd vazizomsejtekkel valé Osszehasonlitds érdekében fenti
kisérleteinket elvégeztikk az egér C2C12 myoblast sejtvonalon is. A C2C12 sejtek
haszndlata emellett lehetdvé tette, hogy kisérletes technikdinkat molekuléris bioldgiai
modszerekkel (pl. rekombindns overexpresszid) is kiegészitsiik, melyek segitségével a

szignalizcids Utvonalak szerepe még pontosabban volt tisztdzhato.

Kisérleteink mdasodik részében a PKC csaldd tagjainak izoforma-specifikus szerepét

kivantuk tanulményozni a vazizomsejtek in vitro és in vivo proliferdcidjanak szabalyozdsaban.

1. Célunk megvaldsitdsanak érdekében ezért rekombinans technikdkkal bizonyos PKC

izoformdkat (cPKCa és B; nPKC9 és €) stabilan overexpesszalé C2C12 myoblastokat

készitettiink, majd ezen molekularis bioldgiailag megvéltoztatott sejteken elemeztiik az

in vitro proliferacid, fuzié és differencidlédds folyamatait, valamint a morfoldgiai
jellegzetességeket.

2. Ezzel parhuzamosan, az egyes PKC izoenzimek endogén szerepének tovabbi

tisztazasara, kiillonféle szelektiv és specifikus PKC gatloszereket alkalmaztunk, majd
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vizsgdltuk az alkalmazott anyagok hatdsdt kontroll C2C12 myoblastok
sejtproliferacidjara és differencidléddsara.

Végezetill in vivo kisérleteinkben a rekombindns mddszerekkel megvaltoztatott PKC
overexpresszor C2C12 sejteket immunhidnyos (Severe Combined Immuno Deficiency,
SCID) egerekbe injektaltuk, majd a kifejlodott daganatokat elemezve vizsgéaltuk a PKC

izoenzimek szerepét a tumorgenezis folyamatainak szabédlyozasaban.

Kisérleteink harmadik 1épésében csirkeembriokbol izoldlt primer high density

porckultirdkban vizsgéltuk a PKC izoformdk szerepét az in vitro porcdifferencidlédas

szabdlyozasaban.

1.

Vizsgalataink els6 1€pésében feltérképeztiik a porckultirdk PKC izoenzimmintazatat,
valamint nyomonkovettiik a porcdifferencialédds sordn expressziéjukban bekovetkezd
valtozasokat.

Vizsgdlni kivantuk emellett a PKC izoenzimek, kiilonos tekintettel a PKCu
enzimaktivitdsdban bekovetkezd valtozdsokat a differencidlodds eldrehaladtdval.

Végiil a PKCu inhibitor rezveratrol jelenlétében vizsgaltuk a porcképzddés folyamatat.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Human vdzizomsejtek tenyésztése

A szatellitasejtek tenyésztéséhez az izommintdk ortopédsebészeti beavatkozdsokbdl
szarmaztak, a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagdnak jovdhagydsdval. Az izomsejtek
tenyésztésének technikdja Boczdn és mtsai (2000) mddszerét kovette. A mintdk enzimatikus
emésztése (3 x 15 perc) 37 °C-on kollagenazt (250 U/ml, Type II, Sigma, St. Louis, MO,
USA) és baktotripszint (3%, Difco, Detroit, USA) tartalmazé kalcium/magnézium-mentes
foszfat-pufferben (CMF-PBS, pH: 7,4) tortént. A reakci6 ledllitaséhoz Hank-oldatot (136,75
mM NaCl, 5,36 mM KCl, 0,34 mM Na,HPO,, 0,44 mM KH,POy, 0,81 mM MgSOy, 1,26 mM
CaCl,, 5,56 mM gliikéz, 4,17 mM NaHCOs;, 10 mg/ml fenol vords, pH 7,2) alkalmaztunk,
amelyet 10% fotdlis borjasavoval (FCS) (Invitrogen, Paisley, UK) egészitettiink ki.
Kisérleteink kovetkezd 1épésében a sejtszuszpenzid fibroblast-mentesitése végett magneses
szeparalast végeztiink (Magnetic Cell Sorting (MACS); Miltényi Biotech, Bergisch Gladbach,
Németorszdg). A szlirések és centrifugdldsok utdn (3x100g, 10 percig) a pelletet kétszer
mostuk 0,5% borjui szérum albumint (BSA, Sigma) tartalmazé PBS-ben. Ezt kovetden a
pelletet 20% anti-fibroblaszt MicroBead-et (Miltényi Biotech) tartalmazé PBS-BSA-ban
reszuszpendaltuk, majd 30 percig szobahOmérsékleten, sotét szobdban inkubdltuk. A nem
kotddd antitestek PBS-BSA-val torténd kimosdsa utdn a sejteket a MACS madagneses terébe
helyezett szepardcids oszlopra vittiik fel. Ezutdn az oszlopot 5 ml PBS-BSA-val mostuk.
Mivel a magnesesen jeldlt fibroblasztok fennmaradtak az oszlopon, ezért csak az atcsdopogo
frakciot gyujtottiik Ossze. Ezen fibroblaszt-mentes izomsejt-szuszpenzidt szlrések és
centrifugdldsok utdn (3x100g, 10 percig) 5% FCS-t és 5% 16szérumot (HS; Invitrogen)
tartalmazé Ham F-12 (Sigma) tapoldatban reszuszpendéltuk (2,5 mg/ml gliikéz, 0,3 mg/ml
glutamét, 1,2 mg/ml NaHCOs;, 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 1,25 pg/ml

fungison), mely magas szérumtartalom eldsegitette a sejtek proliferaciéjat (Boczan és mtsai,
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2000). Ezutén a sejteket 37 °C-os termosztatban, 5% CO, tartalom mellett tenyésztettiik iiveg
feddlemezen (Menzel-Glaser, Braunschweig, Németorszag), Petri-csészékben vagy 4-lyuki
tenyésztdedényekben (Nunc, Kamstrup, Ddnia). A 3. napon a médiumot Dulbecco A4ltal
modositott tdpoldatra (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DMEM, Sigma) cseréltiik le,
amely alacsony, 2% FCS és 2% HS tartalmandl fogva a myoblastok fuzidjat és
differencidlodéasat segitette el (Boczan és mtsai, 2000). A tapoldatokat kétnaponta cseréltiik.
A szepardlt sejtkultirdkat a 2. naptdl (a tenyészetben nagy mennyiségben levd vérsejtek

lemosdsa utdn) naponta kezeltiik a kiilonb6z6 anyagokkal.

C2C12 sejtek tenyésztése

Kisérleteink masik részében egér rhabdomyomdbdl izoldlt C2CI12 sejtvonalat
hasznaltunk. Ezen sejtek megtartottdk proliferdcios és differencidlodési sajatsagaikat, igy a
tenyésztett primer vazizomsejtek kivalé modelljének tekinthetok. A sejteket 37 °C-on, 5%
CO,-tartalmu atmoszféraban, DMEM (Sigma) tdpoldatban tenyésztettiik, amely 15% FCS-t
(Invitrogen), 50 U/ml penicillint, 50 pg/ml streptomicint és 1,25 pg/ml fungizont (Biogal)

tartalmazott. A sejtek passzaldsa mindig szubkonfluens allapotban tortént.

Porcosodo high density (HD) sejtkultirdk tenyésztése

A porckultirdkat a Hamburger-Hamilton szerinti 22-24-es fejlettségi stidiumban 1évo
csirkeembridok (Ross és Hybro fajtdk) distdlis végtagtelepeibdl izolaltuk. A porcosod6
mezenchimdlis sejtekbél a primer high density kultdrakat 15x10° sejt/ml siirtiségii
sejtszuszpenzidobol 100 pl-es cseppek felhasznaldsaval hoztuk 1étre. A sejteket 37 °C-on, 5%
CO,-tartalmu atmoszféraban, Ham-F12 (Sigma) tdpoldatban tenyésztettiik, amely 10% FCS-t
(Invitrogen), 50 U/ml penicillint, 50 pg/ml streptomicint és 1,25 pg/ml fungizont (Biogal)

tartalmazott.
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A sejtnovekedés és fiizios index vizsgdlata humdn vdzizomsejteken

A human sejtkultirdkat a 3. naptol kezeltiik kiilonb6z6 koncentraciéji (10 ng/ml és
100 ng/ml) IGF-I-gyel (Sigma) és/vagy kiilonboz6 inhibitorokkal, igy a klasszikus cPKC
izoenzimek gétlészerével, a G66976-tal (Calbiochem, San Diego, CA, USA); a klasszikus és
novel (cPKC és nPKC) csoportba tartozé izoenzimek gatlészerével, a GF109203X-szel
(Calbiochem); valamint a nPKCd szelektiv inhibitordaval, a Rottlerinnel (Calbiochem). A
kontroll csoportokat a vivoanyag dimetil-szulfoxiddal (DMSO, Sigma) kezeltik. A
sejtnovekedés szabdlyozdsdban résztvevd lehetséges jeldtviteli utvonalak vizsgédlatdhoz a
Wortmannint (Calbiochem), mint a PI3-K inhibitordt, mig a MAPK utvonal gatldsidhoz a
PD098059 [2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one] (Calbiochem) anyagot
alkalmaztuk. A szatellitasejtek proliferacigjat a morfolégiai jegyek, valamint ndvekedési
gorbék (a sejtmagok naponkénti szdmoldsdval; 5 latétér/edény) segitségével hataroztuk meg,
faziskontraszt mikroszkép (Hund GmbH, Wetzlar) alkalmazdsaval (Boczan és mtsai, 2000).
A fuzidés indexet a kovetkezd moédon hatdroztuk meg: a legaldbb 2 magvi, mar fuzionalt
izomsejtekben taldlhaté l4téterenkénti Osszesitett magszamot elosztottuk az adott 1atotérben
levd Osszes (tehdt a még nem flziondlt szatellitasejt magok és a tobbmagvi izomsejtek

magjainak 0sszege) magszammal. Eredményeinket atlag + SEM formdban adtuk meg.

A sejtproliferdcio vizsgdlata C2C12 myoblastokon

A proliferacié vizsgédlatdhoz brém-deoxi-uridint (BrDU) felhaszndlé kolorimetrids
assay-t végeztiink. A mddszer 1ényege, hogy a timidin-analég BrDU a proliferél6 sejtek DNS-
ébe épiil be, melynek mértéke a timidin-analég ellen termeltetett antitest Fab-fragmentjéhez
kapcsolt peroxidiz enzim, valamint tetra-metil-benzidin szubsztrat alkalmazdsdval
kolorimetridsan mérhetd. A C2C12 sejteket 96-lyuki tenyésztdedényekben 5000 sejt/lyuk

denzitdsban szélesztettiik, €s az alkalmazott anyagok megfeleld koncentracidival kezeltiik. Ezt
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kovetéen minden lyukba 100 pl 10%-os BrDU jeloldé reagenst (10 uM BrDU foszfat
pufferben, PBS: 115 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, pH 7.4; Sigma) adtunk és 3 6rdn keresztiil
37 °C-on inkubdltuk. Ezutdn a sejteket fixdltuk, a DNS-iiket 200 pul Fixdenat oldattal
denaturaltuk, majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk. A kovetkezd 1épésben 100 i
anti-BrdU-POD munkaoldatot (BrdU ellenes monoklondlis egér-egér hibrid sejtekben
termeltetett, peroxidazzal kapcsolt antitest) mértiink minden lyukba, és a sejteket 90 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket 200 pl/lyuk PBS-sel haromszor
mostuk, a mosdéoldat eltavolitdsa utdn 100 ul/lyuk szubsztrat oldattal (tetra-metil-benzidin)
inkubdltuk o6ket 30 percen keresztiil. A reakcid ledllitdsdhoz 25 ul 1 M H)SOs-at
alkalmaztunk, majd 450 nm-en mértik az abszorbancidt. Minden kezelést 3-5-szoros
ismétléssel végeztiink, az adatokat atlag+ SEM formaban adtuk meg. Amikor a PKC
overexpresszor sejtek novekedési tulajdonsagaira voltunk kivancsiak, a sejteket 1000 sejt/lyuk
denzitdsban szélesztettiik, és a BrdU beépiilést a megadott tenyésztési napokon hataroztuk
meg.

Kisérleteink masik részében a PKC overexpresszorok kett6zddési idejének, valamint
maximalis sejtszdmanak megallapitisdhoz a sejteket (hdrom parhuzamos kisérletet futtatva)
10* sejt/lyuk denzitdsban 12-lyukd edényekbe szélesztettiik komplett DMEM-ben (a
médiumot kétnaponta cseréltiik). A sejteket ezutdn a bemutatandd tenyésztési napokon
tripszin alkalmazdsaval Osszegyiijtottik, és a sejtszdmot hemocitométer segitségével
hatdroztuk meg. Az atlagos kett6z6dési idok vizsgalata sordn a szamolds kezdd idopontjanak
a szélesztést kovetd 24. ordt valasztottuk, hogy elkeriiljiik a kezdeti lemaraddsok okozta
artefaktumokat (Acs és mtsai, 1997b). A kettdz6dési idOk kiszamitasidhoz a kovetkezd
egyenletet haszndltuk: T = D/loga(N/Np), ahol T a kettdzddési id6, D a tenyésztési napok

szama, N és Ny a sejtek szdma a kisérletek végén és az elején.
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A maximalis sejtdenzitds megéllapitasdhoz a sejteket 12-lyuki edényben novesztettiik
a konfluencia eléréséig, tovabbi harom napig posztkonfluens éallapotban tartottuk Oket (napi

oldatcserével), ezt kovetden a fenti mdodszer segitségével sejtszamoldst hajtottunk végre.

A sejtproliferdcio vizsgdlata porcosodo sejttenyészeteken

A tenyésztéshez haszndlt sejtszuszpenzié 15 pl-es cseppjeit 96-lyukd
tenyésztoedényekbe szélesztettiik, és ugyanolyan kisérleti koriilmények kozott tenyésztettiik,
mint a Petri-csészékben nové kultdrakat (lasd fent). A 3. tenyésztési napon 1 uCi/ml *H-
timidint (torzsoldat: metil—3H—timidin, 37 MBq, 1 mCi/ml 185 GBq; Amersham, Little
Chalfont, UK) adtunk minden egyes kultira tapfolyadékdhoz, majd 16 6rdn at inkubdalést
végeztiink. A médium eltdvolitdsa utdn néhdny Ordn 4t normdl t4ptalajban tartottuk a
kultirdkat, hogy az esetleg aspecifikusan bekotddé radioaktiv anyag kimosodjon. Ezt
kovetden fizioldgids séoldattal kétszer atmostuk a kultirdkat, majd 20 percig tartd, 5 %
triklorecetsavas kezeléssel kicsaptuk a szolubilis fehérjéket. CMF-PBS-sel torténd oblitéseket
kovetden a tenyészetek sejtjeit CMF-PBS-ben oldott 0,25 % tripszinnel (Sigma) emésztettiik
(37 °C, 10 perc), végiil félautomata sejt-harvesterrel (Skatron, Lier, Norvégia)
Osszegyujtottiik. A sejteket szcintillaciés filterpapirra (Skatron) szaritottuk rd, majd a
szcintillaciés folyadék hozzdaddsa utdn a radioaktivitdst bétaszamldloval (Pharmacia,

Uppsala, Svédorszdag) mértiik.

PKC vektorok

A PKC vektorokat a korabban leirtak szerint allitottuk eld (Acs és mtsai, 1997a,
1997b; Li és mtsai, 1999; Papp és mtsai, 2004), melynek sordn a PKCa, B, d és €; a kindz
negativ PKCo6 (DN-PKC9); valamint az iires vektor cDNS szekvencidit egy metallothionein

promoter-vezérelt eukaridta expresszids vektorba (MTH) klénoztdk (Oldh és mtsai, 1994). A
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vektor szekvencidja a C-termindlison a PKCe 12 aminosavbdl all6, specifikus szekvencidjat
kédol6 szakaszat (e-tag) is tartalmazza, melynek fehérjeterméke fizids proteinként minden
egyes rekombindns (azaz a C2CI12 sejtekben overexpresszdlt) PKC izoenzim végéhez
hozzakapcsolddik. Amint azt kordbban mar ismertették (Acs és mtsai, 1997a, 1997b), ezen &-
tag szakasz sem az adott izoforma lokalizdcidjara, sem pedig transzlokécidjara (azaz

fiziol6gids miitkodésére) nincs hatdssal.

Rekombindns PKC overexpresszalo C2C12 sejtek készitése

A C2C12 sejteket 40 mm-es Petri-csészékbe (Techno Plastic Products AG, Genf,
Svijc) szélesztettiik, majd a megfelel6 konfluencia (50-60 %) elérése utan vagy az iires
peMTH vektorral (kontroll sejtek esetében), vagy a PKCa, B, 9, €, illetve a DN-PKCd ¢cDNS-
ét tartalmazé vektorok egyikével transzfektdltuk Sket (Acs és mtsai, 1997a, 1997b; Papp és
mtsai, 2004). A transzfekciét 2 pug cDNS-t felhaszndlva, Superfect anionos detergenssel
(Qiagen, Hilden, Németorszag) hajtottuk végre szérummentes DMEM oldatban, a gyarté altal
javasolt protokollt kovetve. A transzfektalt sejteket ezutdn szérumtartalmd, 825 pug/ml G418
antibiotikummal (geneticin, Invitrogen) kiegészitett DMEM oldatban 12-18 napig
szelektaltuk, majd egyedi koldnidkat (klénok) izolaltunk. A szelektdlds alapjdul az szolglt,
hogy a peMTH vektort stabilan overexpresszdlé sejtek geneticin rezisztencidval rendelkeznek,
mig a vektort fel nem vevd sejtek a G418 tartalmi tdpoldatban elpusztulnak. Ezen
tulajdonsagot hasznéltuk ki a sejtek tovabbi tenyésztése soran is, mikor a klénokat 550 pg/ml
G418-tartalmi DMEM oldatban tenyésztettilk folyamatosan, majd Western blot és kindz-
assay segitségével ellendriztiik a stabil transzfekcié és overexpresszid hatékonysagat (1asd
alabb az 13. és 17. abrakon). Ennek sordn a rekombindns technikdkkal overexpresszalt
izoformdk azon tulajdonsagit hasznéltuk ki, hogy az Osszes rekombindns exogén forma (a

peMTH vektor szerkezete miatt) C-termindlisin a PKCe 12 amindsavbodl allo, specifikus
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szekvencidjat (e-tag) is expresszdlja. Ezen epitop ellen termeltetett anti-PKCe antitest (Sigma)
képes mind az endogén PKCe felismerésére (kb. 90 kDa-os sdv), mind pedig az exogén
izoformak jelolésére (kb. 80 kDa-os sav). Kisérleteinket transzfektdlt sejtek ,,pool”’-jain
hajtottuk végre, ugyanakkor eredményeinket minden izoforma esetében legaldbb 3 klén

hasonl6 vizsgalataval ellendriztiik.

Antitestek

A PKC izoenzimek meghatdrozdsdndl alkalmazott antitesteket, melyek igazoltan
specifikusan reagdlnak a human PKC izoformadkkal (Boczan és mtsai, 2000, 2001), nytlban
termeltették. Az anti-PKCa, vy, 1, € és { a Sigma, mig az anti-PKC9, 6 és u a Santa Cruz
(Santa Cruz, CA, USA) terméke. Az altalunk vizsgdlt differencidléddsi marker dezmin
kifejez0désének vizsgdlatahoz, illetve expresszidjdban esetlegesen bekovetkezd véltozdsok
kimutatdsdra egérben termeltetett dezmin ellenes (DAKO, A/S, Glostrup, Dédnia) antitestet
hasznaltunk. Kisérleteinkben a jelatviteli folyamatok vizsgalatdra alkalmazott MAPK Erk-1/2
nyulban termeltetett poliklondlis, a foszfo-ERK-1/2 (pErk-1/2) egérben termeltetett
monoklondlis, valamint az immunprecipitdci6 sordn felhasznalt foszfo-Tirozin (pTyr) egérben

termeltetett monoklondlis antitest volt (mind Santa Cruz).

Western (immuno)blot

A tenyésztett sejteket hideg CMF PBS-ben mostuk, lizis-pufferben (5 mM EGTA, 20
mM Tris-Cl, 20 uM leupeptin, 1 mM 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid, pH 7,4; Sigma)
homogenizaltuk, végiil ultrahangos szonikdléval a sejteket feltartuk (Lazar és mtsai, 2003).
Az igy elkészitett mintdk proteintartalmanak meghatarozdsa BCA protein assay-vel (Pierce,
Rockford, IL, USA) tortént. Ezutdn a mintdk proteintartalmét 2 mg/ml-re allitottuk be, majd

az azonos proteintartalmd mintdkat SDS mintapufferben (10% glicerin, 2% SDS, 0,062 M
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Tris, 20 mM ditiotreitol, 0,002% brémfenolkék és 5% PB-merkaptoetanol; Sigma) 10 percig
foztik. Az igy elkészitett mintdkat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970) 100 V konstans fesziiltségen valasztottuk el. A gélelektroforézishez 7,5%-os
gélt készitettliink, amelyekre 20 pg/valyud proteint vittiink fel. Ezutdan a gélrdl a fehérjéket 100
V konstans fesziiltségen nitrocellul6z membréanra (Bio-Rad, Bécs, Ausztria) transzferaltuk.
Ezt kovetéen a membran szabad kotOhelyeit 5% tejet tartalmazé PBS-sel 20 percig
blokkoltuk, majd a megfeleld elsddleges antitesttel inkubdltuk. Az elsddleges antitestek
higitdsa 5% tejet tartalmazé PBS-ben tortént, majd a membranokat egy €jszakan keresztiil 4
°C-on tartottuk. Az inkubéciét kdvetden a membranokat 30 percig PBST-ben (0,1% Tween-
20 PBS-ben, Sigma) mostuk, és megfeleld torma-peroxiddzzal konjugdlt mdasodlagos
antitesttel (1:1000 higitds 5% tejet tartalmazé PBS-ben) inkubdltuk, vagy ABC Kkitet
alkalmaztunk (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 1:1000 higitisban. Az
immunjelek rogzitése minden esetben kemilumineszcens (ECL) kit (Pierce, Rockford, IL,
USA), a detektélas pedig fényérzékeny film (AGFA, Briisszel, Belgium) vagy Fujifilm LAS
3000-es darkbox (Fujifilm, Tokid, Japan) segitségével valosult meg. Az expresszid kvantitativ
meghatdrozasit denzitométer, valamint megfeleld szoftver (Image-Pro Plus, Media
Cybernetics, Inc. Georgia, USA) segitségével hajtottuk végre. Annak megéllapitdsara, hogy a
mintdk felvitele egyforman tortént-e, a nitrocellul6z membrinokat 65 °C-on 1 O6ran at
inkubéltuk 200 ml 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 7.5) (2% SDS és 1% B-mercaptoethanol).
A membranokat ezutdn egérben termeltetett cytochrome-C (Cyt-c) ellenes antitesttel (1:100
PBS tejben) (Santa Cruz) festettik meg, majd az el6zdekhez hasonléan elemeztiik az

intenzitasokat.

25



A rekombindns PKC izoenzimek aktivitdsdanak meghatdrozdsa (kindz assay)

A transzfektalt C2C12 sejtek PKC aktivitdsdnak megéllapitdsa a kordbban ismertetett
modon tortént (Acs €s mtsai, 1997a; 1997b; Li és mtsai, 1999). Ennek soran a sejteket a fent
leirt lizis-pufferben homogenizaltuk, majd a sejtlizaitumok kindz-aktivitasat hiszton III (H-III),
vagy pulyka gyomrdbdl izolalt (Hathway és Haeberle, 1983) 20 kDa nagysiagi simaizom
miozin konnyl-lanc 20 (MLC20) szubsztratok segitségével vizsgéltuk. Az assay-hez hasznalt
oldat 20 mM Tris-HCl-ot (pH 7,5), 20 mM MgCl-ot, | mM CaCl,-ot, 25 uM [y-*P]-ATP-t
(600-1000 cpm/pmol) és 0,2 mg/ml H-IIT vagy MLC20 szubsztratot tartalmazott. A reakcidt
[7—32P]—ATP (Izinta Ltd., Budapest, Magyarorszdg) hozzdadasdval inditottuk, majd 30 perc
inkubdcié kovetkezett. Ezt kovetden a mintdkat P81 foszfocelluléz papirra cseppentettiik,
elébb haromszor 500 ml 0.5%-os foszforsavban, végiil acetonban mostuk. A **P fehérjékbe
torténd beépiilését a megszaritott P81 papiron szcintillator segitségével detektdltuk. A

meghatdrozasokat minden esetben haromszoros ismétléssel végeztiik el.

PKC enzimaktivitas mérése porckultirdkban

A PKC-enzimaktivitdsokat porcsejteken 1, 2, 3, 4 és 6 napos tenyészetek
homogenizatumaiban vizsgaltuk a fent leirt médszer segitségével. A PKCu enzimaktivitds-
mérése a fentiektdl annyiban tért el, hogy ebben az esetben a hiszton III szubsztrat helyett a
PKCp specifikus szubsztrdtjanak tekinthet§ syntide-2-be (Sigma) torténdé P beépiilését
mértik 3 mM rezveratrol (Sigma) jelenlétében, illetve ennek hidnydban. Az assay-hez
hasznalt oldat 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,2 mM ditiotreitol, 4,2 ug/ml gordox, 4,2 ug/ml
leupeptin, 0,4 mM fenil-metil-szulfonil, 2,0 mM benzamidin, 4,2 pug/ml tripszininhibitor, 135
pg/ml foszfatidil-szerin, 5,4 pg/ml forbol-mirisztat-13-acetét, 0,67 mg/ml syntide-2, 0,12 mM
ATP, 12 mM Mg-acetit (mind Sigma), valamint 1x10° cpm aktivitasu [y—32P]—ATP—t

tartalmazott.
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Immunprecipitdacio

A sejteket tobbszor mostuk hideg CMF PBS-sel, majd 1 ml RIPA-pufferben (50 mM
Tris-HCI, 1% NP-40, 0,25% Na-deoxycholate, 1 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1ug/ml Aprotinin,
1pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM Na3;VO,4, 1 mM EDTA; mind Sigma) dsszegytijtottiik.
Ezt kovetden jégen ultrahangos sejtfeltarast végeztiink, majd a sejtszuszpenziét 4 °C-on 15
percig kevertettiik, majd a mintdkat 15 percig centrifugaltuk 15000 g fordulaton. A feliiliszét
Uj centrifugacsObe helyeztiik, és a sejtlizdtumhoz elébb 100 ul A/G agar6zt (Santa Cruz),
majd az immunprecipitdciéhoz anti-PKC9 antitestet (5 pl, Santa Cruz) adtunk. A sejtlizatum —
antitest keveréket 1 éjszakan keresztil 4 °C-on kevertettiik, majd tujabb centrifugaldst
kovetden (14000 g, 5 perc) a feliiliszé eldobdsa utdn a pelletet 3-szor mostuk 800 ul hideg
RIPA-pufferrel. A pelletet lizis-pufferben felszedtiik, majd a fehérjék protein koncentracidjat
BCA protein assay-vel (Pierce) meghataroztuk. Western blothoz elsddleges antitestként pTyr

antitestet alkalmaztunk (Sigma).

Immuncitokémia és konfokdlis mikroszkopia

A PKC izoenzimek IGF-I hatdsara bekovetkezd esetleges szubcelluldris lokalizdcid
véaltozdsait immunfestést kovetd konfokdlis mikroszkép technikdval vizsgaltuk (Boczan és
mtsai, 2001). A sejttenyészeteket tobbszori CMF PBS-sel térténd mosds utén 5 percig 4 °C -os
acetonnal fixaltuk, majd 30 percre 1% BSA és 0,6% Triton X-100 (mindkettd a Sigmétdl)
tartalmu blokkol6 oldatba helyeztiik. A sejteket ezutdn 2 6rdn keresztiil az adott PKC elleni,
nyulban termeltetett antitesttel (higitds: 1:50 blokkol6 oldatban) inkubdltuk. Ezt kovetden
masodlagos antitestként kecskében termeltetett fluoreszcein izotiociandttal (FITC) konjugalt
nyul elleni antitesttel torténd inkubécid kovetkezett (1 ora, higitas: 1:300 PBS-ben, Vector,
Burlingame, CA). Végezetiill a mintdkat PBS-sel torténd mosds utan DAPI-t tartalmazé

fedéanyaggal (Vector) fedtik, majd a sejtekr6l Zeiss Laser Scanning konfokalis
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mikroszképpal (Oberkochen, Németorszag) felvételeket készitettiink. A negativ kontrollok
primer antitestek felhasznéldsa nélkiil késziiltek, ahol magfestésen kiviil més festddést nem

tapasztaltunk.
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A porcsejtek metakromazids festése és fénymikroszkopos vizsgdlata

A tenyésztéshez haszndlt sejtszuszpenzié 30 ul-es cseppjeit 24-lyukud
tenyésztoedényekbe iiveg feddlemezekre (Menzel-Gldser, Menzel GmbH, Braunschweig,
Németorszdg) cseppentettiik. A rezveratrollal kezelt és kezeletlen (kontroll) HD-kulturdkat a
tenyésztés befejezését jelentd 6. napon — CMF PBS-sel torténd mosds utdn —40%
formaldehid és abszoltt alkohol 4:1 ardnyd keverékével 30 percen at fixaltuk. A kultdrdkat
dimetil-metilénkék (DMMK, Sigma) 3% ecetsavban oldott 0,1%-os oldatdval 5 percig
festettiik, majd 3 %-os ecetsavval mostuk és gumiardbikummal lefedtiik (Mddis, 1991). Az
alacsony pH-n torténé DMMK-festést kovetden a porcmatrix magas proteoglikan tartalmanal
fogva erds, voros metakromatikus szinben ldtszik, mig az ortokromatikus kék fest0dés

elhanyagolhat6 ezen koriilmények kozott.

A tumorgenezis vizsgdlata SCID egerekben

A kiilonb6z6 PKC izoformdkat overexpresszdlé és a kontroll C2C12 sejteket a
kordbban emlitett koriilmények kozott tenyésztettiik, a 80%-os konfluencia elérése utian
tripszinnel Osszegytljtottilk, és CMF PBS-sel kétszer atmostuk. Ezt kovetden a sejteket
tjraszuszpendaltuk 1-2x10° é16 sejt/200 ul PBS denzitdsban. A sejtszuszpenziét ezutdn SCID
egerekbe intradermadlisan injektaltuk, majd az egereket 30 napig megfigyelés alatt tartottuk.
Az éllatokat végiil eutanizaltuk és vizsgdltuk a kialakult tumorok atlagos hdromdimenzids
méreteit, valamint hisztoldgiai jellegzetességeit (minden csoportban 3-5 dallattal) (Papp és

mtsai, 2004).

Hisztologia és immunohisztokémia

A kialakult tumorok hisztoldgiai paramétereit formalin-fixalt, paraffinba agyazott

hematoxilin-eozin (HE)-festett metszeteken hatdroztuk meg (Papp és mtsai, 2004). A
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sejtosztodasok atlagos szdmédnak megallapitidsahoz fénymikroszkép segitségével tiz
kiilonbozd, nagy nagyitdsi latétérben megszdmoltuk a mitdzis lathaté jeleit mutatd
sejtmagvakat és az igy kapott eredményeket a tumorok minden csoportja esetében atlagoltuk.
A proliferdlé sejtek szamanak meghatirozasdhoz a metszeteken a proliferaciés (nukledris)
marker Ki-67 (Rose és mtsai, 1994) elleni, streptavidin-biotin-komplex (SABC) alapu
immunhisztokémiai eljarast alkalmaztuk (DAKO, Hamburg, Németorszag). Els6 1épésben
3%-0s, 100% metanolban oldott H,O; segitségével (mindkettd Sigma) blokkoltuk az endogén
peroxiddz-aktivitast. Ezutdn a nem specifikus kotohelyeket PBS-ben (pH 7,5) oldott 1%-os
BSA-val (Sigma) fedtiik le. A Ki-67 ellenes monoklondlis, egérben termeltetett elsddleges
antitestet PBS-ben, 1:50 higitdsban alkalmaztuk. Ezutin a metszeteket nedveskamraban,
biotinilalt egér-ellenes masodlagos antitest (1:100 PBS-ben; DAKO) felhasznaldsaval
inkubdltuk, amit a peroxiddz-konjugélt streptavidin (1:600 PBS-ben; DAKO) és
kromogénként VIP SK-4600 (Vector) alkalmazasa kovetett. Végezetiil a szovettani mintdkon
enyhe metilénzold (DAKO) ellenfestést alkalmaztunk és Aquatex-szel (Merck, Bécs,
Ausztria) fedtik Oket. A proliferdlé (Ki-67 pozitiv) sejtek atlagos szdmanak
meghatdrozasdhoz fénymikroszkép alatt megszdmoltuk a tiz kiilonboz6, nagy nagyitdsu
latotérre esé Ki-67 pozitiv sejteket, és a kapott (atlagolt) értékeket a latoterekben

meghatdrozott teljes sejtszamra normalizaltuk.

Statisztikai elemzések
Mérési eredményeinket dtlag + SEM formédban adtuk meg. Az adatok statisztikai
kiértékelésére és Osszehasonlitdsara 5%-os szignifikancia szinttel dolgozva a Student-féle ¢-

tesztet alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

Az IGF-I fokozza a proliferdciot, fiiziot és az izomspecifikus differencidloddsi marker
dezmin kifejezodését humdn vdzizomsejtekben

Kisérleteink elsd részében IGF-1 hatdsat vizsgaltuk humdn tenyésztett vazizomsejtek
proliferdcidjara, fuzidjara és differencidlodasara.

500- *
| I Kontroll

7777 IGF-1 (10 ng/mil)
400 [ IGF-I (100 ng/ml)

2.dbra Az IGF-1  hatisa a
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A sejtmagszam valtozdsdnak nyomonkdvetése sordn kideriilt, hogy az IGF-I mar az 5.
naptdl kezdve (két nappal a kezelések utdn) —de méginkdbb a 6-8. napokon — ddzis- és
idofiiggéen fokozta az egy latotérre esO sejtmagszamot (2. abra), azaz az in vitro
izomregeneracio korai 1épésének tekinthetd sejtproliferaciot.

A humaén vézizomsejtek esetében ugyanakkor a sejtek proliferaciéjaval parhuzamosan
elindul a differencidlédédsi program is, mely sordn sokmagvi myotube-ok jonnek létre és
megemelkedik az izomspecifikus differencidlédasi markerek (pl. dezmin) expresszidja
(Grounds, 1991; Bornemann és Schmalbruch, 1992; Boczan és mtsai, 2000, 2001). Ezen
eseményeket vizsgdlva kimutattuk, hogy az IGF-I az 5. nap kérnyékén megindulé fuziét is
dozisfiiggéen fokozta (3/A és B abra). Ezzel parhuzamosan Western blot technika
alkalmazasdval bebizonyosodott, hogy a novekedési faktor jelentésen megndvelte az

izomspecifikus differencidlédasi marker dezmin kifejez6dését is (3/C abra). Mindezen
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adataink arra utaltak, hogy az IGF-I dézisfiiggden fokozta mind a korai (proliferacié), mind a
késdi (fuzié és dezmin expresszid) regenerdcids eseményeket human tenyésztett vdzizomsejt

kultarakban.
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3. dbra Az IGF-I hatdsa a fiziora és az izomspecifikus differencidloddsi marker dezmin kifejezodésére humdn
vdzizomsejteken

A) A sejteket a 3. tenyésztési naptdl kezdve kezeltilkk az IGF-I kiilonb6z6 koncentracidival vagy a vivanyag
DMSO-val (kontroll). A fiziés indexet naponta meghatdroztuk az "Anyagok és mddszerek" részben leirtaknak
megfelelden. A kapott értékeket + SEM formdban tiintettiik fel és csillaggal jeloltik a kontrollhoz képest
szignifikdns kiilonbségeket (p<0,05). B) Kontroll és IGF-I kezelt (100 ng/ml) vizizomsejtekrdl a 8. tenyésztési
napon fénymikroszképpal készitett felvételek lathatok. Amint az dbra mutatja, az IGF-I fokozta a vdzizomsejtek
fuziéjat, novelve ezdltal a sokmagvi myotube-ok szdmat (nyil). C) A sejteket a 3. tenyésztési naptél a 14. napig
kezeltik az IGF-I kiilonbozd koncentricidival. Ezt kovetéen a sejteket Osszegytjtottik, majd azonos
proteintartalmd mintdkat felhaszndlva Western blotot készitettiink, mely sordn a dezmin kimutatdsdhoz egérben
termeltetett anti-dezmin monoklondlis antitest alkalmaztunk. Ezt kovetdéen —az azonos proteintartalom
ellenérzéséhez — a membranokat egérben termeltetett anti-cytochrome C antitesttel (Cyt C) jrafestettiik.

32



Primer humdn vdzizomsejteken az IGF-I hatdsdt az nPKC J kizvetiti, ugyanakkor a MAPK
és PI3-K itvonal nem vesz részt a celluldris hatds kifejlodésében

Szamos (fentebb részletezett) irodalmi adat utal arra, hogy az IGF-I cellularis
hatdsdnak kifejlodésében (erdsen sejttipusfiiggd moddon) szdmos jeldtviteli dtvonal, igy a
MAPK, PI3-K és/vagy a PKC rendszerek jatszhatnak szerepet (Milasincic és mtsai, 1996;
Palmer és mtsai, 1997; Alessi, 1997; Tsakiridis és mtsai, 2001; Haq és mtsai, 2003; Foulstone
és mtsai, 2004; Tiffin és mtsai, 2004). Annak kideritésére, hogy humén vazizomsejtek
esetében mely jeldtviteli dtvonal(ak) kozvetitheti(k) az IGF-I hatdsait, a sejteket kiilonb6zo
inhibitorokkal kezeltiik: a MAPK Erk-1/2 tdtvonalat gatl6 PD098059 és U0126 anyagokkal;
PI3-K 1tvonal inhibitoraval, a wortmanninnal; valamint a PKC rendszer altalanos
gatloszerével, a GF109203X anyaggal (Toullec és mtsai, 1991; Milasincic és mtsai, 1996;

Foulstone és mtsai, 2004).
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4. dbra A PKC, a MAPK és PI3-K iitvonal gdtldsdnak hatdsa az IGF-I mitogén hatdsaira primer humdn
vdzizomsejt kultiirdkon

A) A sejteket a 3. tenyésztési napt6l naponta kezeltiik 100 ng/ml IGF-I-gyel; kiilonb6z6 inhibitorokkal, igy 20
uM PD098059-cel (PD), 100 nM wortmanninnal (Wort) vagy 1 uM GF109203X anyaggal (GF); illetve az
inhibitorok és IGF-I kombinacidjaval, majd naponta meghatdroztuk a sejtmagok szamat. A kapott értékeket atlag
+ SEM formaban tiintettiik fel, a csillagok a szignifikans kiilonbségeket jelolik (p<0,05). B) A sejteket naponta
kezeltiik a fenti kombindciékkal, majd a 14. tenyésztési napon learattuk Oket és azonos protein tartalmui
mintdkkal Western blotot készitettiink dezmin ellenes antitest felhaszndldsdval. A kiilonb6zd mintdkban a
dezmin mennyiségét denzitométer segitségével hatdroztuk meg (optikai denzitds, OD). Az egyes csoportok
optikai denzitdsit a kontroll csoport értékeit 1-nek megéllapitva adtuk meg (OD 1). Az azonos mennyiségii
minta felhasznaldsat cytochrome C (Cyt C) festéssel igazoltuk.
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A 4/A és B abran lathat6, hogy a MAPK inhibitor PD098059 (20 uM) és az U0126 (5
UM, ezen utébbi dbrdn nem mutatva), valamint a PI3-K inhibitor wortmannin (100 nM) nem
befolydsolja az IGF-I dltal kifejtett proliferaciét €s differencidlodéast fokozd hatast. Ezzel
ellentétben a PKC rendszer altalanos inhibitora, az 1 uM GF109203X (mely énmagaban nem
volt hatdssal a sejtek novekedésére és a dezmin kifejezodésére) jelentOsen csokkentette a

sejtproliferdciot és a differencidlédasi marker expresszidjat.
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Erk-1/2 | s S S < 42/44
pErk-1/2 - - < 42/44
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5. dbra Az IGF-I hatdsa a MAPK Erk-1/2 foszforildcios dllapotdra humdn vdzizomsejteken
A 14 napos sejtkultirdkat 30 percig kezeltik 100 ng/ml IGF-I-gyel vagy 10 ng/ml FGF-fel. A sejteket ezt
kovetden learattuk, majd Western blotot készitettiink. Az immunfestéshez MAPK Erk-1/2-ellenes antitestet,

illetve az Erk-1/2 foszforildlt form4jat (pErk-1/2) felismerd antitestet akalmaztunk. Az azonos mennyiségii minta
felhasznaldsat cytochrome C (Cyt C) festéssel igazoltuk.

A MAPK dutvonal esetleges részvételét (illetve annak hidnyét) tovabb vizsgdlva
megallapitottuk, hogy az IGF-I nem valtoztatta meg a MAPK Erk-1/2 foszforildltsagi
allapotat (mint a potencidlis aktivacié jelét), ellentétben a pozitiv kontrollként alkalmazott
fibroblaszt novekedési faktor (FGF) (Li és mtsai, 1992; Milasincic és mtsai, 1996; Kontaridis
és mtsai, 2002) hatasaval (5. abra).

Mindezen eredményeink azt sugalltik, hogy human primer vazizomsejtekben nem a
MAPK Erk-1/2 és PI3-K dtvonalak vesznek részt az IGF-1 celluldris hatdsdnak
kifejlodésében, hanem a PKC rendszer tagjai. Laboratériumunk kordbbi kisérletei soran
kimutattuk (melyet jelen kisérleteink is megerdsitettek, lasd 7. abra), hogy human tenyésztett

vazizomsejtekben 6 PKC izoenzim fordul eld (Boczan és mtsai, 2000 és 2001; Bir6 és mtsai,
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2004): a kalcium-fiiggd ,.klasszikus” cPKCa és v, a kalcium-fiiggetlen ,,novel” tipusd nPKCS9,
N és 0, valamint az ,atipusos” aPKC{. Mivel fent bemutatott kisérleteink sordn azt
tapasztaltuk, hogy az 4ltaldnos PKC inhibitor GF109203X (amely a cPKC és nPKC
izoenzimek daltalanos gatlészere) megakadédlyozta az IGF-I mitogén hatdsainak kifejlodését,
ezért val6szinlivé valt, hogy egy vagy tobb PKC izoenzim kozponti szerepet jatszhat az IGF-I

hatasainak kozvetitésé€ben.
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6. abra Kiilonféle PKC inhibitorok hatdsa humdn vdzizomsejtek proliferdcidjdra és differencidloddsdra

A) A sejteket naponta kezeltiik 100 ng/ml IGF-I-gyel; kiilonb6z6 inhibitorokkal, igy 200 nM G66976-tal (G6)
vagy 500 nM Rottlerinnel (Rott); illetve az inhibitorok és IGF-I kombindcidjdval. Ezt kdvetden a sejtmagok
szamat naponta megszamoltuk. A kapott értékeket atlag + SEM formdban tiintettiik fel, a csillagok a szignifikadns
kiilonbségeket jelolik (p<0,05). B) A sejteket 14. tenyésztési napig kezeltiik a kiilonb6zé kombindacidkkal, majd
Western blotot készitettiink dezmin ellenes antitest felhasznildsdval. A kiilonb6z6 mintdkban a dezmin
mennyiségét denzitométer segitségével hatdroztuk meg (optikai denzitds, OD). Az egyes csoportok optikai
denzitdsat a kontroll csoport értékeit 1-nek megdallapitva adtuk meg (OD 1). Az azonos mennyiségli minta
felhasznélasat cytochrome C (Cyt C) festéssel igazoltuk.

Ezért vizsgalataink kovetkezd 1€pésében a cPKC izoenzimek (esetiinkben cPKCa és )
szelektiv inhibitorat, a G66976-t alkalmaztuk (Martiny-Baron és mtsai, 1993). Ezen gétlészert
haszndlva nem taldltunk szignifikdns valtozdst a sejtek novekedésében és
differencidléddsdban (azaz az IGF-I1 200 nM G66976 jelenlétében is fokozta a sejtproliferdciot
és differencialédast, 6/A és B abra), mely arra utal, a cPKCa és 7y izoenzimek feltehetéen

nem vesznek részt az IGF-I hatdsanak kifejlddésében. Kimutattuk ugyanakkor, hogy az
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nPKC3d specifikus inhibitora, a Rottlerin (Gschwendt és mtsai, 1999) mar igen alacsony (500
nM) koncentriciéban (mely dézis onmagdban nem modositotta a sejtek novekedését és
differencidlodasat) teljes mértékben felfiiggesztette az IGF-I hatdsat (6/A és B abra),

hasonléan a GF109203X fent bemutatott hatdsidhoz. Ezen eredményeink azt sugalltak, hogy

az IGF-I hatdsait primer human véazizomsejteken az nPKCd-n keresztiil fejt(het)i ki.
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IGF-I

Kontroll

PKCd

7. dbra Az IGF-1 hatdsa a PKC izoenzimek szubcelluldris lokalizdciojdra primer humdn vdzizomsejteken

A sejteket a 7. tenyésztési napon 30 percig kezeltiik 100 ng/ml IGF-I-gyel (IGF-I) vagy vivdanyag DMSO-val
(Kontroll), majd a kiilonbozé PKC izoenzimek kimutatdsdra nydlban termeltetett PKC-ellenes elsddleges és
FITC-konjugélt kecskében termeltetett nyul-ellenes mdsodlagos antitesteket felhaszndlva immuncitokémiai
festést végeztiink. Ezt kovetden a sejtekrdl konfokalis mikroszkdp segitségével felvételeket készitettiink a z-sik
mentén (,,z-stack mode”). A képek a fedélemeztdl szamitott masodik rétegen késziiltek. Eredeti nagyitas: 630 x.
A) A PKCaq, v, 1, 8 és { szubcelluldris lokalizdcidja nem véltozott meg IGF-I kezelés hatdsdra. B) Az nPKCS
transzlokécidja. A kontroll sejtekben az nPKC$ a citoplazméban lokalizalédott (vastag nyil), mig IGF-I kezelés
hatdséra az izoforma magba és a magmembranba helyez6dott at (vékony nyilak).
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Az irodalomban dltaldnosan elfogadott, hogy a PKC izoenzimek aktivacidjuk sordn
mads intracelluldris (dltaldban membran) kompartmentbe transzlokal6dnak (Nishizuka, 1988 és
1992; Jaken, 1996; Boczdn és mtsai, 2001). Ennek ismeretében a kovetkezd 1épésben
megvizsgéltuk, hogy az IGF-I hatdsiara mely PKC izoenzim(ek) szubcelluléris lokalizaci6ja
valtozik meg. A sejteket 30 percig kezeltik 100 ng/ml IGF-I-gyel, majd immunfestést
kovetden konfokalis mikroszkop segitségével felvételeket készitettink. A 7/A abran jol
lathat6, hogy IGF-I kezelés hatdsdra az izoenzimek tobbségének sejten beliili lokalizacidja
nem valtozott: a cPKCa tovébbra is a citoplazmédban €s a maghartydhoz kozel; a cPKCy a
citoplazmdban €s intranukledrisan; az nPKCn a citoplazméban és a felszini membran koriil;
az nPKCO a citoplazmdban; mig az aPKC( a citoplazmdban és a magban helyezkedett el.
Ezzel ellentétben jelentOs valtozds kovetkezett be az nPKCd szubcelluldris lokalizaciéjaban;
IGF-I kezelés hatdsdra az izoforma a citoplazmdb6l a magmembrianba és magba
transzlokdlddott (7/B abra), mely eredmény szintén az nPKC3 kdzponti szerepét valdszindisiti

az IGF-I 4ltal kifejtett hatdsok kozvetitésében.

C2C12 myoblastokon az nPKCo mellett a MAPK iitvonal is szerepet jdtszik az IGF-I
cellularis hatdsainak kozvetitésében

A kovetkezd 1épésekben a fenti kisérleteket egéreredeti C2C12 myoblastokon is
megismételtiik, mely sejtvonal szdmos tulajdonsagat tekintve (proliferacid, differencidlédas) a
humén tenyésztett vazizomsejtek j6 modelljeként alkalmazhaté (Ostrosvky és mtsai, 2002;
Koleva és mtsai, 2005). A sejtvonal alkalmazasanak ugyanakkor igen jelentds elénye, hogy
lehetdvé teszi tovabbi biokémiai és molekuldris bioldgiai technikdk és vizsgélatok
végrehajtasat, melyek a nem passzalhaté €s meglehetOsen limitdlt sejtszamot biztosité primer

human kulturak esetében nem voltak kivitelezhetok.
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8. dbra Az IGF-I hatdsa a proliferdciora, fiiziora, differencidloddsra valamint a dezmin kifejezddésére C2C12
myoblast kultiirdkon

A C2C12 sejteket 96-lyuku vagy 12-lyuku tenyésztéedényekben noveltiik, majd az elsé naptél kezdve 100 ng/ml
IGF-I-gyel vagy DMSO-val (kontroll) kezeltiik. A sejtproliferaciét naponta BrdU assay-vel (A), mig a fuziét a
sejtmagok naponkénti szdmoldsaval kovettiik nyomon (fiziés index) (B). Méréseinket négy parhuzamos pontban
végeztilk, a kapott értékeket dtlag + SEM formdban tiintettik fel és csillaggal jeloltik a szignifikdns
kiilonbségeket (p<0,05). C) Kontroll és IGF-1 kezelt (100 ng/ml) vadzizomsejtekrdl az 5. tenyésztési napon
fénymikroszképpal készitett felvételek lathatok. Amint az dbra mutatja, az IGF-1 fokozta a vazizomsejtek
fuzidjat, novelve ezaltal a sokmagvi myotube-ok szamat (nyil). D) A sejteket a 1. tenyésztési naptdl a 5. napig
kezeltik az IGF-I kiilonbozé koncentracidival. Ezt kovetden a sejteket Osszegyljtottik, majd azonos
proteintartalmid mintdkat felhaszndlva Western blotot készitettiink, mely sordn a dezmin kimutatdsdhoz egérben
termeltetett anti-dezmin monoklondlis antitestet alkalmaztunk. Ezt kovetden —az azonos proteintartalom
ellenérzéséhez — a membranokat egérben termeltetett anti-cytochrome C antitesttel (Cyt C) Gjrafestettiik.

BrdU proliferdcids assay segitségével kimutattuk, hogy az IGF-I — hasonldéan a humén
vazizomsejtekhez — C2C12 sejteken is fokozta a sejtek novekedését (8/A abra), valamint a
szubkonfluens kultdrdkban nagyon ritkdn lathaté fiziés aktivitast (azaz sokmagvd myotube-

ok kialakulasat) (8/B és C abra). Ezzel parhuzamosan az IGF-I jelentdsen megnovelte az
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izomspecifikus differencidlédasi marker dezmin expresszidjat is (8/D abra), mely kontroll

(nem kezelt) sejtekben csak a konfluencia elérése utdn kezdett emelkedni (dbrdn nem

mutatva).
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9. dbra Kiilonféle PKC, MAPK és PI3-K inhibitorok hatdsa az IGF-I hatdsdra C2C12 vdzizomsejteken

A-B) C2C12 sejteket naponta kezeltik 100 ng/ml IGF-I-gyel; kiilonbozd gatloszerekkel, igy A: 20 uM
PD098059-cel (PD), 100 nM wortmanninnal (Wort) vagy 1 uM GF109203X anyaggal, valamint B: 200 nM
G06976-tal (G6) vagy 500 nM Rottlerinnel (Rott); illetve az inhibitorok és IGF-I kombinacidjdval. Ezt kovetéen
a sejtproliferaciét BrdU assay segitségével hatdroztuk meg. Méréseinket négy parhuzamos pontban végeztiik, a
kapott értékeket dtlag + SEM formdban tiintettiik fel és csillaggal jeldltiik a szignifikdns kiilonbségeket (p<0,05).
C) A sejteket 14. tenyésztési napig kezeltiik a kiilonb6zdé kombindcidkkal, majd Western blotot készitettiink
dezmin ellenes antitest felhaszndldsdval. A kiilonb6z6 mintdkban a dezmin mennyiségét denzitométer
segitségével hatdroztuk meg (optikai denzitds, OD). Az egyes csoportok optikai denzitasit a kontroll csoport
értékeit 1-nek megdllapitva adtuk meg (OD 1). Az azonos mennyiségili minta felhasznaldséat cytochrome C (Cyt
C) festéssel igazoltuk.

Ezt kovetden kiilonféle inhibitorok hatdsat vizsgdltuk C2C12 myoblastokon.
Megallapitottuk, hogy — hasonléan a human izomsejteken mértekhez — az IGF-I proliferaciét

és differencidlédast fokozo hatasat 1 uM GF109203X (a PKC rendszer dltaldnos inhibitora)
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teljes mértékben felfiiggesztette, mig 100 nM wortmannin (a PI3-K utvonal gatlészere) nem
volt hatdssal a fenti folyamatokra (9/A és C &abra). A primer humdin vazizomsejteken
tapasztaltakkal ellentétben ugyanakkor bebizonyosodott, hogy a MAPK Erk-1/2 inhibitor
PD098059 (20 uM) (mely 6nmagdban nem befolyasolta a sejtek bazalis, IGF-I fiiggetlen
novekedését) szignifikins moédon, de nem teljes mértékben (30-40%), kivédte az IGF-1
hatdsat (9/A és C abra). Ezen utébbi eredményiinkkel jo Osszhangban megallapitottuk
tovabbd, hogy — ugyancsak ellentétben a primer humédn vazizomsejteken tapasztaltakkal — az
IGF-1 fokozta a MAPK Erk-1/2 aktivacidjat jelzé foszforilaciot (10. abra). Ezen
eredményeink azt sugalltak, hogy C2C12 sejteken az IGF-I hatdsanak kifejlodésében a PKC

rendszer mellett a MAPK jelatviteli utvonalnak is szerepe lehet.

10. dbra Az IGF-1 hatdsa a
MAPK Erk-1/2 foszforildcicjdra
A C2C12 sejteket 10 vagy 30
percig kezeltiik 100 ng/ml IGF-I-
kDa gyel, majd Western blot
segitségével meghatdroztuk a

_ 42/44 MAPK Erk-1/2, illetve
Erk-1/2 m« foszforilalt/aktivadlt formdjénak
(pErk-1/2)  expresszidjat. Az

IGF-1 — 10 min
IGF-1 — 30 min

Kontroll

pEI’k-1/2 — b<— 42/44 azonos mennyiségli ~ minta
felhaszndldsat cytochrome C
CYl C e ey e < 12 (Cyt C) festéssel igazoltuk.

A két rendszer pontos szerepének tisztdzadsdhoz ezt kovetden azt elemeztiik, hogy az
IGF-I 4ltal kifejtett hatdsok kozvetitésében mely PKC izoenzim(ek) jatszhat(nak) szerepet.
Mivel a C2C12 sejtek PKC izoenzimkészletének leirdsa az irodalomban nem volt egyértelmu
és teljeskorti, ezért elsé 1€pésként megvizsgaltuk, hogy milyen izoenzimek vannak jelen ezen
sejtekben. Western blot technikaval (illetve RT-PCR és immuncitokémiai médszerekkel, ezen
utébbiak dbrdn nem mutatva) kimutattuk, hogy a C2C12 myoblastokban 6 PKC izoforma

expresszdlodik: a cPKCo és B, az nPKCO, m és 0, valamint az aPKC{ (11. abra).
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Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy a sejtekben nem fejezddik ki a cPKCy, az nPKCe, az

aPKCUA valamint a PKCp (dbrdn nem mutatva).

PKC izoformak
o B o 0 n ¢

80 kDa —p .- e - .- "

11. dbra A C2C12 sejtek PKC mintdzata
A C2C12 sejteket 6 napig tenyésztettiik, majd specifikus PKC-ellenes antitestek felhasznildsdval — blokkold
peptid (BP) jelenlétében (+) vagy annak hasznalata nélkiil (-) — Western blotot készitettiink.

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy hogyan véltoznak meg az IGF-I celluléris hatasai
kiilonb6z6 PKC inhibitorok jelenlétében. Amint a 9/B és C abran lithaté, az nPKCd
szelektiv gélészere, 500 nM Rottlerin —a humdn vdazizomsejtekhez hasonldan — teljes
mértékben felfiiggesztette az IGF-I mitogén hatdsat (anélkiil, hogy 6nmagédban gétolta volna a
sejtek novekedését), mig 200 nM G66976, a cPKC izoenzimek (jelen esetben a cPKCa és [3)
inhibitora nem befolyésolta a ndvekedési faktor hatdsat.

Ezek az adatok azt a feltételezésiinket erdsitették meg, hogy az nPKCd kozponti
szerepet jatszhat az IGF-I d4ltal kivéltott sejtfolyamatok szabdlyozdsdban C2C12
myoblastokon is, mely hipotézisiinket tovabbi, tobblépcsds biokémiai €s molekuléris biologiai
modszerekkel is meg kivantuk erdsiteni. El0szor azt vizsgéltuk meg, hogy az IGF-I milyen
hatdssal van az nPKCS tirozin-foszforildcijara, mely jelenség az aktivdcié dltaldnosan
elfogadott jele (Acs és mtsai, 1997b; Blass és mtsai, 2002). A vizsgalat sordn a sejteket IGF-I-
gyel kezeltiik, majd az nPKCd immunprecipiticidjat kovetéen foszfotirozin-specifikus
antitestet felhasznalva immunfestést végeztiink. A 12. abran lathatd, hogy a novekedési
faktor jelentds mértékben megnovelte az nPKCS tirozin-foszforildcidjanak mértékét (ezen

hatas nem volt megfigyelhet6 a tobbi PKC izoforma esetén, 4bran nem mutatva).
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12. dbra Az IGF-I hatdsa az nPKCJ
tirozin foszforildcicjara C2CI12 myoblast
kultiirdkon

kDa A C2C12 sejteket 10 vagy 30 percig
kezeltik 100 ng/ml IGF-I-gyel, majd a

WB: PKC3 M<_80 mintdk PKCS ellenes antitesttel torténé

------

immunprecipitdcidjat kovetben Ip)
Western blot (WB) elkészitése utan
foszfotirozin ellenes (pTyr) antitesttel
pTyr - -4_80 immunfestést végeztiink az " Anyagok és
mddszerek"-ben lefrtaknak megfeleléen. A

IP: PKCs

IGF-1— 10 min
IGF-1 — 30 min

Kontroll

mintak azonos proteintartalmat
cytochrome C (Cyt C) festéssel
ellendriztiik.

CytC s s < 12

Ezt kovetden — kihaszndlva a C2CI12 sejtvonal azon tulajdonsdgit, hogy a sejtek
folyamatosan fenntarthatok és passzalhatok — olyan C2C12 kultirdkat hoztunk 1étre, melyek
stabilan overexpresszdljak a konstitutiven aktiv rekombindns nPKC9 izoenzimet, illetve
annak kindz (domindns) negativ mutdns (DN-PKC9) formdjat (a kontroll sejteket az iires
peMTH vektorral transzfektdltuk). A létrehozott ,,pool” sejtkultirdkban és tobb szelektalt
klénban (4brdan nem mutatva) Western blottal ellendriztilkk a rekombinans enzimek
kifejez0dését. Ennek sordn eldszor olyan specifikus nPKCe-ellenes antitestet hasznaltunk,
mely egyrészt felismeri a sejtek dltal kifejezett rekombindns nPKCS és DN-PKCJ izofomak
e-tag szekvencidjat, masrészt a sejtekben (elméletileg) megtaldlhat6 endogén nPKCe-t (mint
azt fentebb bemutattuk, a C2C12 sejtekben nem taldlhaté meg az endogén nPKCe). A 13/A
abran jol lathat6, hogy a transzfektdlt sejtekben egyedi, az nPKCe-ra specifikus jelet
tapasztaltunk a 80 kDa-os sdvban (rekombindns izoformak), mig a 90 kDa-os sdvban nem volt
detektdlhaté az endogén nPKCe-ra jellemz6 immunjel. Az nPKC3J ellen termeltetett antitest
felhaszndldsdval kimutattuk tovdbbd, hogy a rekombindns izoformdk kifejez6dése 3-7-szer
magasabb volt, mint a kontroll (iires vektorral transzfektdlt) sejtek endogén nPKCJ szintje

(13/A abra).
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A stabil overexpresszor sejtek létrehozdsa és ellenérzése utin BrdU assay
alkalmazdsdval Osszehasonlitottuk a kontroll és overexpresszor C2C12 sejtek novekedését.
Amint a 13/B abran ldthat6, az nPKCd-t kifejez6 sejtek proliferdcids rdtdja lényegesen
fokozddott a kontroll C2C12 sejtek novekedéséhez képest. Kimutattuk azt is, hogy az nPKCd
overexpresszor sejtek proliferacidja teljes mértékben megegyezett az IGF-I-gyel kezelt
kontroll C2C12 sejtek novekedésével. Bebizonyosodott tovabba, hogy IGF-I alkalmazasaval
az nPKCd ovexpresszorok jelentdés mértékben megnidvekedett sejtproliferacidja tovabb mar
nem volt fokozhatd, azaz a Konstitutiven aktiv nPKC9 kifejez6dése mintegy ,,utdnozta” az

IGF-I mitogén hatésat.

A B
= S 1.04 —— Kontroll v
S w & 1 —o— Kontroll + IGF-I
s L2 = KDa 1 —¥—PKGCs
X o (a] ~ 0,8 —v— PKCS + IGF-I
. £ —%— DN-PKC3
WB: PKCe <80 < | —#%— DN-PKGC3+IGF-
- @ 0,6
2
8
R 0,4
8
< ]
PKCS ' SN S < E0 0,2-
Cyt C i a— <— 12

010 T T T T T T

Tenyésztési napok

13. dbra A konstitutiven aktiv és kindz-negativ mutdns nPKC9 overexpresszidjdnak hatdsa C2CI12 sejtek kontroll
és IGF-I indukdlt novekedésére

A) Az overexpresszié hatékonysdganak ellendrzése. Az aktiv nPKCd-t, a kindz-negativ mutdnst (DN-nPKC9),
illetve az iires vektort (kontroll) kifejezd C2C12 sejteket a 6. tenyésztési napon learattuk, majd Western blotot
készitettiink egyrészt a rekombindns izoformdk e-tag-jét jelslé nPKCe-ellenes, illetve nPKCd-ellenes antitestek
felhaszndldsdval. A mintdk proteintartalmat cytochrome C (Cyt C) festéssel ellendriztiikk. B) Az overexpresszor
sejteket 1000 sejt/lyuk denzitdsban 96-lyuku tenyésztdedénybe szélesztettiik, majd naponta vivoanyaggal, illetve
100 ng/ml IGF-I-gyel kezeltik. A sejtproliferdciét naponta BrdU assay-vel ellendriztik. A pontok négy
parhuzamos mérés atlag + SEM értékét tiintetik fel.

A DN-nPKCd overexpresszidja is jelentds valtozast okozott a sejtek novekedési

titemében, ugyanis a mutins izoforma jelenléte dramaian lecsokkentette a sejtek
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proliferacigjat a kontroll myoblastok novekedéséhez képest (13/B abra). Mivel ezen sejtek
novekedése IGF-I jelenlétében sem fokozddott, eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy
az IGF-I celluléris hatdsainak kifejlédéséhez C2C12 izomsejtekben (is) sziikséges az nPKCd

aktiv jelenléte.

C2C12 myoblastokon az IGF-I celluldris hatdsdnak megjelenésében az nPKCSd a MAPK
utvonal ,,upstream” reguldtoraként viselkedik

Azon fent bemutatott eredményeink, hogy C2C12 sejteken (1) az nPKCS az IGF-I-
kapcsolt jelatvitel kozponti molekuldja; (2) a Rottlerin (az nPKC9 specifikus gatldszere) teljes
mértékben felfiiggesztette, ugyanakkor a PD(098059 (a MAPK tutvonal gatlészere) csak
részben gitolta meg az IGF-I proliferdci6t fokozo6 hatdsat; azt sugalltidk, hogy az nPKCS és a

MAPK altal befolyésolt jelatviteli titvonalak kozott esetleges kapcsolat talalhato.

A B

R £

o k5

5 5

o o

s _ 0 =

: =TT =BT
IP: PKCb g 5] G kDa g 0] O kDa
WB: PKC3  q 4 gy < 80 Erk-1/2 - — < 42/44
pErk-1/2 .« 42/44

pTyr ‘4— 80

Cyt C s s e 4— 12

CytC  rummmmmmm—<— 12

14. dbra A Rottlerin hatdsa az nPKC6 és a MAPK ERK-1/2 foszforildcidjdra

A) A C2C12 sejteket 30 percig kezeltiik vivoanyaggal (kontroll), 100 ng/ml IGF-I-gyel, illetve IGF-I és 500 nM
Rottlerin  kombindcidjaval. A sejtek Osszegylijtését kovetéen nPKCd-ellenes antitestet haszndlva
immunprecipiticiét végeztiink (IP), majd az ezt kovetd Western blot sordn foszfotirozin (pTyr) ellenes (az
nPKCd tirozin-foszforildcidjanak vizsgélatdhoz), illetve nPKCd-ellenes antitesttel (az immunprecipiticié
hatékonysdganak ellenérzéséhez) immunfestést végeztiink. B) A hasonl6éan kezelt C2C12 sejtek Osszegylijtését
kovetden Western blotot készitettiink, melynek sordn meghatdroztuk a MAPK Erk-1/2, illetve foszforilalt
formdjanak (pErk-1/2) expresszidjit. A mintdk proteintartalmat mindkét esetben cytochrome C (Cyt C) festéssel
ellendriztiik.
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Ezt a hipotézist kivantuk aldtdmasztani azzal a kisérlettel, mely sordn Rottlerin
jelenlétében vizsgélatuk az IGF-I hatdsat az nPKC3J tirozin-foszforildci6jara és a MAPK Erk-
1/2 foszforilacidjara. Ahogyan vérhaté volt, 500 nM Rottlerin jelenléte nem mddositotta az
IGF-I azon hatdsit, melynek sordn a novekedési faktor fokozta az nPKCJ tirozin-
foszforilacidjat (14/A abra). Nagy jelentésége volt ugyanakkor azon megfigyelésiinknek,
miszerint a specifikus nPKCS inhibitor jelentés mértékben csokkentette az IGF-I1 Erk-1/2
foszforilaciét noveld hatasat (14/B abra). Mindezen adatok arra utaltak, hogy az IGF-I altal

stimuldlt MAPK Erk-1/2 aktivéci6 (és foszforilacio) nPKCd-fiiggd folyamat.

1 0- * e E&mro" 15. dbra A kilonbézd inhibitorok

’ " C3 hatdsa az nPKCS overexpresszor
— Rott (500 nM) C2C12 myoblastok proliferdcidjdra

PKC3 + Rott A nPKCS$ vagy iires vektort (kontroll)

0,81 [T PD (20 pM) stabilan overexpresszalé sejteket 1000

[ PKCs + PD sejt/lyuk  denzitasban  96-lyukd

tenyésztéedényekbe szélesztettiik,
majd naponta kezeltiik vivéanyaggal,
500 nM Rottlerinnel (Rott), illetve 20
uM PD098059-cel (PD). A sejtpro-
liferaciét BrdU assay segitségével
naponta nyomon kovettiik (az 4bran
csak a 6. napot tiintettiik fel). A
pontok négy parhuzamos mérés atlag
+ SEM értékét tiintetik fel és csilla-
gokkal jeloltik a  szignifikdns
kiilonbségeket (p<0,05).

Abszorbancia (A5onm)
o
e

o
SN
1

=)
N
1

Tenyésztési nap

Végezetiil tovabbi két inhibitor hatdsat vizsgéltuk a Kkonstitutiven aktiv nPKCd-t
kifejez6 C2C12 myoblastok proliferaciéjara. Amint a 15. abran lathat6, az nPKCJd
overexpresszor sejtek jelentdsen fokozddott proliferacidja részlegesen (mintegy 35-40%-kal),
de statisztikailag szignifikdns mértékben, gatolhat6 volt 20 uM PD098059 alkalmazasaval. Az
PD098059 ezen hatdsa nagyon hasonlitott azon fent bemutatott eredményre (9/A abra),
melynek sordn kontroll C2C12 myoblastokon a gatlészer ilyen mértékben (azaz részlegesen)

fiiggesztette fel az IGF-I proliferaciot és differencidlédast noveld hatdsit. Ezen tdlmenden,
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ahogy varhaté volt, 500 nM Rottlerin jelentés mértékben lecsokkentette az nPKCO
overexpresszor sejtek (fokozott) novekedését; azaz ezen sejtek proliferaciéjanak mértéke a
kontroll C2C12 sejtek szintjére tért vissza. Ezen adataink megerdsitették azon feltevésiinket,
hogy C2C12 myoblastokon az nPKCd és a MAPK Erk-1/2 szignalizaciés utvonalak
kapcsolatban vannak. Eredményeink emellett rdmutatnak azon uj felfedezésre is, miszerint
C2C12 myoblastokon az IGF-I hatdsdnak kifejlédésében az nPKCS a MAPK itvonal
,upstream” reguldtoraként viselkedik (azaz megeldz0 aktivacidja sziikséges a MAPK rendszer

aktivacidjahoz).

Szdmos cPKC és nPKC izoforma stabil overexpresszioja C2C12 myoblastokban

Az nPKC9, valamint az enzim kindz-negativ mutdnsdnak overexpresszidja sordn
kapott eredményeink ramutattak arra, hogy a PKC csaldd enzimeinek endogén aktivitdsa
szerepet jatszhat a C2C12 izomsejtek proliferaciés és differencidlédédsi folyamatainak
szabdlyozdsaban. Ezért kovetkezd kisérletsorozatunkban szdmos egyéb PKC izoenzim
(cPKCa és B, valamint nPKCe) rekombindns stabil overexpresszidjat is végrehajtottuk, majd
vizsgaltuk az overexpresszor sejtek in vitro €s in vivo novekedésében megfigyelhetd esetleges
modosuldsokat.

A stabil transzfekcié elkészitése utan elsé feladatunk (ezesetben is) a rekombinans
overexpresszié hatékonysdganak ellendrzése volt (az nPKC9 esetében fent bemutatottakkal
megegyez0 modon, lasd 13/A abra). Specifikus nPKCe-ellenes antitestet felhasznalva
Western blot segitségével kimutattuk, hogy sikerrel fejeztettiik ki a cPKCa és B, valamint
nPKCe és & izoformdkat a sejtekben (16/A abra; egyedi kb. 80 kDa sdv a cPKCa és J,
valamint az nPKC9 esetében; egyedi kb. 90 kDa immunjel az nPKCe esetében). A kiilonb6z6

rekombinans, overexpresszdlt PKC izoenzimeket kimutatd, izoforma-specifikus antitestek
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haszndlatdval emellett azt tapasztaltuk, hogy az overexpresszdlt PKC izoenzimek szintje
tobbszorose volt, mint a megfeleld endogén PKC izoformék kifejez6dése (16/B abra).
Végezetiill, hogy meggydzddhessiink arrél, hogy az overexpresszalt izoformak
funkcionélisan is aktivak, megmértiik a sejtlizitumok kindz (PKC) aktivitdsat is. Amint az a
16/C abran lathatd, a rekombindns PKC izoformékat expresszalé sejtek magasabb PKC
aktivitasi értékeket mutattak a kontroll (iires vektorral transzfektdlt) C2C12 sejtekhez képest

mindkét kinaz-szubsztrat esetében.

K a B ) € kDa K T «kpa

WE: PKC - <90 WB: PKCet s I < 80
PrRbE R Rl «80
PKCB "'"--4—80

PKCS s N <80
PKCe S <« 90

Cyl G oy ooty avuses o s, — 12
CytC e g <« 12

800+ [N H-II
700] CZIMLC20

600
500-
400+
300+
200+
100

Kinaz aktivitas (a kontroll %-a)

PKCa PKCB PKCd PKCe

16. dbra A PKC overexpresszio hatékonysdgdnak ellendrzése C2C12 myoblastokon

A) A kiilonbozé PKC izoformdkkal vagy iires vektorral (kontroll, K) stabilan transzfektdlt C2C12 sejteket
Osszegyujtottikk, majd azonos proteintartalmid mintdkat felhaszndlva Western blotot (WB) készitettiink a
rekombindns fehérjékben megtaldlhaté e-tag felismeré PKCe-ellenes antitesttel. B) Az overexpresszid
mértékének meghatarozasahoz a kontroll (K) és transzfektalt (T) sejteken szintén Western blotot hajtottunk
végre, de ez esetben a transzfektdlt izoformdra specifikus anti-PKC antitestek felhasznildsdval. A mintdk
proteintartalmat mindkét esetben cytochrome C (Cyt C) festéssel ellendriztiik. C) A transzfektalt és a kontroll
(iires vektort tartalmazé, K) sejtek kindz aktivitdsanak meghatérozasakor a **P beépiilését mértiik hiszton ITI (H-
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IIT) és miozin konnyii-lanc 20 (MLC20) szubsztitok felhaszndldsdval. A pontok harom parhuzamosan vizsgélt
minta atlag £ SEM értékeit reprezentaljak, a kontrollt 100%-nak véve alapul.

A kiilonbozé6 PKC izoformdk overexpresszidja eltéréen mdodositia C2CI12 sejtek
morfologidjdt

A PKC izoformdk overexpresszidja eltérfen befolydsolta a C2C12 myoblastok
morfolégidjat (17. abra). Amint a felvételeken jol lathatd, a kontroll (iires vektorral
transzfektalt) C2C12 sejtek jellegzetes, fibroblasztszerli (,,hdromszog-alak™) morfoldgidjat
jelentéktelen mértékben véltoztatta meg az nPKCe transzfekcidja. Ezzel ellentétben a cPKCal
overexpresszor sejtek (€s kisebb mértékben a cPKCP sejteknél is) megnyilt sejttesttel voltak
jellemezhetdk. A sejtalak megvdltozdsdn kiviil, kiilonosen a cPKCo-t kifejezd sejtek
esetében, a myoblastok intenziv fuzidjat is megfigyeltiik a szubkonfluens tenyészetekben (ez
a jelenség kontroll sejtek esetén csak nagyon ritkan volt 14thatd). Az nPKCd overexpresszidja
ettdl eltérd fenotipus megjelenését eredményezte, hiszen ezen sejtek hosszu, pszeudopdédium-

szerli nytdlvanyokat és vékony, orsdszerti sejttestet mutattak.

17. dbra A PKC izoformdk overexpresszidjdanak hatdsa C2CI2 sejtek morfolégidjdra
A kiilonbozd PKC izoenzimeket vagy tires vektort (kontroll, K) stabilan overexpresszalé sejtekrol fazis kontraszt
fénymikroszképpal felvételeket készitettiink (200x-0s nagyitas).
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A kiilonbozé PKC izoformdk overexpresszidja eltéré mértékben befolydsolja a sejtek
proliferdcidjdt és a differencidloddsi marker dezmin expresszidjat C2C12 myoblastokon

Ezt kovetden a kiilonbozé PKC izoenzimeket overexpresszalé C2C12 myoblastok in
vitro proliferacidjat és differencidlédasat vizsgaltuk.

A 18. dbra A PKC overexpresszio hatdsa a
proliferdciora és a differencidloddsra
C2C12 myoblastokon
A) A kontroll és PKC overexpresszor
C2C12 sejteket 1000 sejt/lyuk denzitdsban
sz€lesztettilk, majd naponta BrdU assayt
készitettiink az "Anyagok és médszerek"
részben leirtak szerint. A pontok négy
parhuzamosan vizsgalt minta atlag £ SEM
értékeit reprezentdljdk minden PKC
izoenzim esetén.
B) Az egyes izoenzimekkel stabilan
transzfektalt €s iires vektort tartalmazo (K)
C2C12 sejteken Western blotot
készitettink. A kisérlethez  egérben
termeltetett  elsddleges dezmin-ellenes
antitesteket haszndltunk. Az édbra felsd
része 3 hasonlé eredményt szolgaltatd
. kisérlet egyikét mutatja. Az egyes PKC
Tenyesztesi napok izoenzimekkel  overexpresszalt  sejtek
dezmin expresszidjat kvantitativ
denzitometridval (optikai denzitds, OD)
B hataroztuk meg (alsé rész). Ennek sorédn a
dezmin immunjelét denzitometraltuk,
majd ezen értéket a kontroll (iires
K € d o B vektorral transzfektélt) sejtekbdl szarmazé
i minta jelintenzitdsdra (mint 100 %-ra,
-.b.- “ < Dezmin pottydzott vonal) normalizaltuk. Az dbrén
3 fiiggetlen kisérlet eredményei lathaték
————— — 4 Gyt G dtlag + SEM formdban.
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BrdU proliferaciés assay (18/A abra) segitségével kimutattuk, hogy a kiilonféle PKC
izoenzimek overexpresszidja eltérd modon valtoztatta meg a sejtek novekedését. A cPKCal és

B izoenzimek overexpresszidja jelent6sen lecsokkentette a C2C12 myoblastok proliferacidjat,
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mig az nPKCe jelenléte nem okozott szignifikdns valtozast a sejtek novekedésében. Ezzel
ellentétben az nPKCJ overexpresszidja (mint azt kordbban a 13/B abran is bemutattuk)
dramaian fokozta a sejtek proliferacidjat a kontroll (iires vektorral transzfektalt) sejtekhez
viszonyitva.

A kiilonbozé overexpresszor sejtek proliferdcidjat az atlagos kett6z6dési idok és a
kultdrdk szaturaciés denzitdsinak nyomonkovetésével is vizsgaltuk (1. tablazat). J6
osszhangban a BrdU assay-vel végzett kisérleteink eredményével, a cPKCo és P
overexpresszor sejtek kettdzodési ideje megnyult, mig a szaturdciés denzitdsuk csokkent.
Ezzel ellentétben az nPKC9 overexpresszor sejtek esetében a szaturdcis denzitds jelentésen
megnott €s a kettézddési id6 erdteljesen megrovidiilt (az nPKCe izoformat tartalmazo sejtek

novekedése, ezesetben is, a kontroll C2C12 sejtekhez hasonlo jellegzetességeket mutatott).

1. tablazat Az egyes PKC izoformdkat overexpresszdlo C2C12 sejtek in vitro és in vivo novekedésének vizsgdlata

Izoforma A novekedés in vitro vizsgdlata A tumorgenezis in vivo vizsgdlata

Kettozodési ido Szaturdcios Atlagos Osztodo sejtek | Ki67+ sejtek
(6ra) denzitds tumorméret szdma ardnya
(10° sejt/cm’) (mm)

Kontroll | 294 + 3.6 12 + 0.1 6x6x3.5 2 + 03 182 + 3.8

cPKCa 335 + 38 11 + 03 5x5x%3 1.8 + 03 152 + 29

cPKCB 318 + 49 11 + 0.1 4.5x5x3.5 15 + 05 13.8 + 4.6

nPKCg 285 + 43 1.3 + 02 6x5x3 22 + 038 205 + 59

*nPKC§ | 11.6 + 3.8 36 + 05 23x18x11 25 + 1.5 885 + 6.2

*DN- 73.6 + 59 Nem mérhetd Nem indukalt tumorokat

nPKC3

A kiilonb6z6 paraméterek vizsgilata az "Anyagok és modszerek"-részben leirtak alapjan tortént. Az adatok tobb
kisérlet atlag £ SEM értékeit reprezentaljak, kivéve az dtlagos tumorméret esetét, ahol csoportonként harom-
négy tumor atlagolt hdromdimenziés méretét tiintettiik fel. Az nPKCS és a DN-nPKCd esetében kapott
eredményeink (*-gal jelolve) a kontrollhoz viszonyitva szignifikdns kiillonbséget mutattak (p<0,05).

Ezt kovetden a kiilonboz6 PKC izoformdk overexpresszidjanak hatdsat vizsgaltuk meg
a sejtek in vitro differencidlédasra, azaz az izomspecifikus differencidlodasi marker dezmin
expresszidjara. A kiilonboz6 sejtkultirdkat azonos (mintegy 80-85%-0s) konfluencidndl

arattuk, majd azonos proteintartalmi mintdkat felhaszndlva Western blotot készitettiink
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dezmin-ellenes antitest felhasznaldsaval. Amint a 18/B abran lathat6, a hipoproliferativ
cPKCa és P overexpresszor sejtekben a differencidlédasi marker dezmin szintje jelentésen
fokozddott, mig ezzel ellentétben, a hiperproliferativ nPKCd overexpresszor myoblastok
dezmin expresszidja jelentdsen lecsokkent a kontroll C2C12 sejtekben mértekhez képest (az

nPKCe paraméterei ismételten nem valtoztak a kontrollhoz képest).

A kiilonbézd PKC inhibitorok eltérden befolydsoljik, mig az nPKC 6 kindz-negativ mutdnsa
(DN-PKC ) gdtolja a C2C12 myoblastok proliferdcidjdt

A 18. abran (valamint, az nPKCd-t és ezen izoforma kindz-negativ mutdnsat tekinve,
a 13/B abran) bemutatott eredményeink azt sugalltdk, hogy C2C12 myoblastokon (1) a
cPKCa és B izoenzimek gatoljak a proliferaciot és fokozzak a differencidlodast; (2) ezzel
ellentétben, az nPKC9d igen er6ésen fokozza a sejtproliferaciét és gatolja a differencidalodast;
(3) az nPKCe nem jatszik jelentds szerepet ezen folyamatok szabdlyozdsdban. Ezen hipotézis
tovdbbi bizonyitdsdra kiilonb6z6 PKC inhibitorok hatdsit vizsgéltuk meg kontroll C2C12
myoblastok proliferdciéjara. Ezen kiviil tovabb elemeztik a DN-nPKCd-t hordozé C2C12
myoblastok novekedési sajatsagait.

Amint a 19/A abran lathatd, a cPKC izoformdk (C2C12 sejtek esetében cPKCa és )
gatloszere, a G66976 dozisfiiggd mdédon fokozta a sejtek proliferacigjat. Ezzel ellentétben, az
nPKC9 gatloszere, a Rottlerin dézisfiiggben gétolta a sejtek novekedését (19/B abra). Ezen
tilmenden, a DN-nPKCd overexpresszidja draimai mdédon elnydjtotta a sejtek kett6z6dési
idejét (olyannyira, hogy a DN-nPKCd-t hordozé myoblast tenyészetek soha nem érték el a
teljes konfluenciat, igy ezen kultirdk szaturdciés denzitdsa sem volt mérhetd) (1. tablazat).
Mindezen adatok, tovébb erdsitették azon feltevésiinket, hogy a cPKCa és B negativ, mig az

nPKC9 pozitiv szerepet tolt be C2C12 myoblastok proliferacidjanak szabdlyozasaban.

51



1.0o 1 Kontroll * [ Kontroll
’ V2221 G6 0,2 nM 08 v/ Rott 0,3 uM
09| ZZ2Go2nM * 81 ZZ4Rott 1 uM 1
| I Gs20nM * 1 Rott 3 uM
05| EEEG5200nM % 0.7+ W Rott 10 uM
T
0,7 ; 0,61 ; ;
8 - T ; *
g 06 i g 054 ;
< % < %1 1/ * Y
2 o5 l; ©
£ 8 04 *
g 0,4 g * *
g g 031 *
‘@ 0,3 T
@ )
0,2
0,24
0,1 0,1
0,0 T T T T T 0|0 T T T T T
4 5 3 4 5
Tenyésztési napok Tenyésztési napok

19. dbra Kiilonbozo PKC inhibitorok hatdsa C2C12 myoblastok sejtproliferdcidjdra

A C2C12 sejteket 5000 sejt/lyuk denzitdsban szélesztettiik 96-lyukd tenyésztéedénybe, majd kiilonb6zd
koncentriciéji A) cPKC gatlészer G66976-tal vagy B) nPKCS gatlészer Rottlerinnel kezeltiik a sejteket, végiil
naponta BrdU assay-t végeztiink. Az dbran 4 fiiggetlen kisérlet eredményei lathatok 4tlag + SEM formdban. A
csillagok a szignifikdns kiillonbségeket jelolik (p<0,05).

A PKC izoenzimek overexpresszioja kiilonbozd tumorokat indukdl SCID egerekben

Végezetiil megvizsgéltuk a kiilonbozé PKC izoformdkat (valamint a mutidns DN-
nPKC54-t), illetve az iires vektort overexpresszdlé C2C12 sejtek tumorindukdlé képességét €s
in vivo novekedését is. A kiilonbozé C2C12 sejtek szuszpenziéjat (1-2x10° €16 sejt/200 pl)
SCID egerekbe injektdltuk (minden csoportban hdrom-négy egér), majd harminc nap
elteltével meghataroztuk a kialakult tumorok jellemzdit.

A HE festett metszeteken jol lathatd, hogy kontroll (iires vektorral transzfektélt)
C2C12 sejtek kis méretli, a széleken expanziv novekedésli, centrdlisan a rhabdoid
differencidlodas jeleit mutaté tumort hoztak 1étre (20. abra). A cPKCa, B vagy nPKCe
izoformdkat overexpresszalé sejtek injektdldsa, a kontrollhoz képest, altaldban hasonld
szovettani jellegzetességgel biré daganatok kialakuldsat eredményezte. Azaz, az igy

kifejlédott tumorok megtartottdk expanziv (nem infiltrativ, benignus) ndvekedésiiket, mig

52



szovettanuk a periférids proliferacié és a centrdlis rhabdoid differencidlédas jegyeit mutattdk.
Ezen tdlmenden csak kis valtozdsokat tapasztaltunk a tumorok (kontrollhoz viszonyitott)
atlagos méretében, az osztddo sejtek szdmdban, valamint a Ki67+ (azaz proliferdld) sejtek
szézalékos ardnydban (taldn egyediili kiilonbségként az volt elmondhat6, hogy cPKCa és B
overexpresszor sejtek dltal indukdalt tumorokban ezen értékek alacsonyabbnak adddtak) (1.

tablazat).

20. dbra A PKC izoformdk overexpresszidjdnak hatdsa a tumorgenezisre SCID egerekben

A kiilonbozé PKC izoformékat stabilan expresszdlé C2C12 sejteket, valamint a kontroll (K) sejteket 1-2x10° 618
sejt/200 pl denzitdsban SCID egerekbe intradermadlisan injektaltuk. 30 nap elteltével az dllatokat eutanizéltuk, a
kialakult tumorokat kimetszettiik, formalinban fixaltuk, majd a paraffinba dgyazott metszeteket hematoxilin-
eozinnal festettiik meg. Eredeti nagyitds 20x, mig a jobb als6 kép esetében 100x. A jobb als6 képen: az nPKCd
overexpresszor sejtek agressziv novekedésii malignus tumort indukdltak, mely infiltrdlta és szétroncsolta a
szubkutdn zsirszovetet (AT) és a vazizmot (SM). E: epidermisz.

A fentiekt6l teljesen eltéré eredményeket kaptunk ugyanakkor az nPKC3 esetében.
Ezen izoformat kifejezd sejtek extrém nagy méretii, gyakran kifekélyesedd és vérzo, valamint
(szdmos esetben) a kisérleti dllat (a vizsgdlati peridduson beliili) jelentOs stlyvesztését és
haldlat eredményez6 tumorok kifejlodését eredményezték (20. abra, 1. tablazat).

Szovettanilag ezen tumorok igen magas sejtosztodasi ratdval (megemelkedett a mitdzisok €s a
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Ki67+ sejtek szdma), a rhabdoid differencidlédas teljes hidnyaval, valamint infiltrativ (azaz
malignus) novekedési tulajdonsagokkal voltak jellemzhetok, mely a kisérleti dllat szubkutin
szoveteinek feldarabolédédsidhoz és roncsoléddasdhoz vezetett. Mindezek alapjan az nPKCO
overexpresszor C2C12 myoblastok altal indukalt tumorok malignus rhabdomyosarcomédknak
voltak diagnosztizalhatok.

Fontos megfigyelésnek adédott végezetiil, hogy a DN-nPKCd overexpresszor C2C12
myoblastok SCID egerekbe torténd intradermalis injektdldsa nem okozott tumorokat a
kisérleti allatokban. A fentiek figyelembevételével ez tovabb erdsiti azon feltevésiinket, hogy
az nPKCO kozponti szerepet jatszik a C2C12 vézizomsejtek in vivo proliferdciéjanak,

valamint malignus transzformécidjanak serkentésében és kialakitasaban.

A PKC izoenzimek expresszioja és aktivitdsa valtozik a porcdifferencidlodds sordn —
A PKCu szerepe

Fent bemutatott, kiilonféle hardntcsikolt izomsejteken elvégzett kisérleteinkkel
parhuzamosan megkezdtiik csirkeembridk distdlis végtagtelepeibdl inditott HD porcsejt-
tenyészetek PKC rendszerének tanulméanyozasat. Ennek sordn el0szor meghatdroztuk a sejtek
PKC izoenzimprofiljat. Amint a 21/A abran lathat6, Western blot technika alkalmazasaval
bebizonyosodott, hogy a sejtek 5 PKC izoformat (cPKCa; nPKCe; aPKCA és {; PKCp)
expresszdlnak; a cPKCP és v, valamint a nPKCn, 0 és 0 jelenlétét ugyanakkor nem tudtuk
kimutatni (dbraval nem mutatva). Fontos megfigyelésiink volt tovabbd (21/A abra), hogy az
in vitro porcdifferenciacié sordn a jelenlévé PKC izoformdk szintje eltéré mddon valtozott.
Azaz, a cPKCa, nPKCe és aPKCA izoenzimek expresszidja fokozatosan csokkent, mig a
PKCu kifejezddése folyamatosan nétt a tenyésztés elOrehaladtival (az aPKCC izoenzim

mennyisége kozel dllandé maradt).
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21. dbra A PKC izoenzimek kifejezédésének és aktivitdsanak vizsgdlata a porcdifferencidlodds sordn

A) A kiilonbozé tenyésztési napokon Osszegytijtott porcsejteket homogenizaltuk, majd azonos proteintartalmu
mintdkat felhaszndlva Western blotot készitettiink, specifikus PKC-ellenes antitestek felhasznaldsdval. B) A
sejtek homogenizatumaibdl emellett meghatdroztuk a teljes, valamint a PKCu-specifikus enzimaktivitast is. Az
dbra hirom (egyenként hirom pdrhuzamos mintdn elvégzett) kisérlet dtlag = SEM értékeit mutatja. A *
szignifikans (p<0,05) kiilonbségeket reprezentdl az 1. napon kapott eredményekhez (mint 100%-hoz) képest.

Ezt kovetden a PKC rendszer aktivitdsdnak véltozdsat elemeztiik a tenyésztés soran,
kiilonos tekintettel az altalunk vizsgalt sejtek koziil csak a kondrocitdkban kifejez6d6 PKCpu
aktivitdsara. Megdllapitottuk (21/B 4abra), hogy —j6 Osszhangban a Western blot
alkalmazdsdval kapott eredményeinkkel —a teljes (azaz az Osszes jelenlévl izoformat
magaban foglal6) PKC enzimaktivitds (mér a 2. napon) kis mértékben, de szignifikdns médon
csokkent a tenyésztés elérehaladtaval. Ezzel ellentétben kimutattuk, hogy a PKCu izoforma-
specifikus aktivitdsa (a 3. és 6. tenyésztési napokon legkifejezettebben) erdteljesen fokozddott
a differencialt kultirdkban. Mindezen immunoblot és kindz-assay adataink arra utaltak, hogy
a cPKCa és nPKCe izoformdk a porcdifferenciacié korai, mig a PKCu a folyamat kés6i

fazisdban birhat szabalyozé szereppel.
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Ezen utébbi feltevésiinket vizsgdlva tovédbbi kisérleteinkben a PKCpu gétlészerének, a
rezveratrolnak (O’Brian és mtsai, 2001) a hatdsat elemeztik a porcképzddésre és a
sejtproliferaciora. Amint a 22/A és B abran lathato, a rezveratrol jelentdsen megvaltoztatta a
metakromdzidval megfestett kultirdk morfoldgiai jellegzetességeit: a PKC gétldszer hatdsdra
csokkent ugyan a differencidlodod teriiletek Osszesitett mérete (azaz az anyag gitolta a

porcdifferencidcidt), de a szer hatdrdsa nagyobb porccsomok alakultak ki.

800

600

400

200

®H-timidin incoporacié (cpm)

0 35 70 140
Rezveratrol (uM)

22. dbra A PKCu gdtldsdnak hatdsa a metakromdzidval kimutathato porcképzédésre és a sejtproliferdcidra
Kontroll (A), valamint 70 uM rezveratrollal (B) kezelt sejteken (kezelés a 2. és 3. napon, 4-4 6ran keresztiil) a 6.
tenyésztési napon metakromadzids festéssel vizsgaltuk a porcképzddést. Nagyitds: 40x. C) A sejteket a rezveratrol
az 4dbrdn bemutatott koncentricidival kezeltiik sejteken (kezelés a 2. és 3. napon, 4-4 6rdn keresztiil), majd a 6.
tenyésztési napon H-timidin beépiilésével vizsgiltuk a sejtprolifericioban bekovetkezd véltozasokat. Az dbra
harom (egyenként harom parhuzamos mintdn elvégzett) kisérlet atlag + SEM értékeit mutatja. A * szignifikans
(p<0,05) kiillonbségeket reprezental az 1. napon kapott eredményekhez (mint 100%-hoz) képest.
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Ezzel jol illeszked6 eredményt szolgaltattak proliferacids kisérleteink. Megallapitottuk
ugyanis (22/C abra), hogy a rezveratrol dézisfiiggden csokkentette a porcosodd kultirdk
novekedési litemét. Mindezen adataink tovabb erdsitették azon feltevésiinket, hogy a PKCu
kozponti szerepet jatszik a porcosoddé mezenchimdlis sejtkultirdk proliferdcidjdnak és

differencialéddsanak pozitiv szabdlyozasdban.
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MEGBESZELES

Az nPKCJ& kozponti és kizdrolagos szereppel bir az IGF-I in vitro mitogén hatdsdnak
kifejlodésében humdn vdzizomsejteken

Kisérleteink elsé 1épésében humdén vazizomsejteken vizsgaltuk az IGF-I hatdsat a
sejtek in vitro proliferacidjara és differencidléddsara, valamint elemeztiik kiilonféle jelatviteli
utvonalak részvételét a novekedési hormon 4ltal kozvetitett sejtfolyamatok szabalyozdsaban.
J6 Osszhangban kordbban ko6zolt adatokkal (Foulstone és mtsai, 2004; Jacquemin és mitsai,
2004) megallapitottuk, hogy az IGF-I dézisfiiggd mddon fokozta a humén vazizomsejtek
proliferacidjat, fizidjat valamint a differencialédasi marker expressziéjat (2. és 3. abra). Az
irodalomban ugyanakkor elséként szdmoltunk be arrdl, hogy ezen sejteken az IGF-I celluléris
hatdsainak kifejlodésében az nPKCd kozponti és kizardlagos szereppel bir (azaz tovabbi
jelatviteli mechanizmusok, igy més jelenlévé PKC izoenzimek, a MAPK rendszer, valamint
PI3-K dtvonal nem vesz részt a folyamatban). Ezen megéllapitisunkat a kovetkezd
bizonyitékokkal tdmaszthatjuk ala: (1) az IGF-I sejtnovekedést és differencidlédast fokozo
hatdsat teljes mértékben felfiiggesztette az nPKCJ specifikus inhibitora, a Rottlerin (6. abra),
ugyanakkor mas inhibitorok, igy a klasszikus cPKCa és a v izoenzimek (6. abra), a MAPK,
illetve a PI3-K ttvonalak gétlészere (4. abra) nem befolyasolta azt; (2) az IGF-I nem
aktivdlta a MAPK Erk-1/2-t (5. abra); (3) az IGF-I kizar6lag az nPKCd izoenzimet
transzlokalta (7. abra), amely az izoenzim aktivacidjanak dltalanosan elfogadott jele
(Nishizuka, 1992; Jaken, 1996).

Tudomadsunk szerint kordbban egyediil Foulstone és mtsai (2004) vizsgéltdk huméan
vazizomsejt kultirdkon az IGF-I celluldris hatdsmechanizmusat és a hozza kapcsol6dd
jelatviteli utvonalakat. Veliink ellentétben 0k azonban azt taldltdk, hogy a MAPK és a PI3-K

utvonal egyiittesen vesznek részt az IGF-I hatdsanak kifejlodésében. Mivel vizsgalataik sordn
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0k (1) nem szeparalt (azaz nem fibroblaszt-mentesitett), 2-6 alkalommal passzalt humén
myoblast kultdrdkat hasznéltak, melyeket zselatin rétegen tenyésztettek, ellentétben az
altalunk alkalmazott ,,szigortan” fibroblaszt-mentes primer szatellitasejt-tenyészetekkel; (2)
Foulstone és mtsai a sejteket alacsony szérumtartalmui (,,differencidltaté”) médiumban
tenyésztették, amelyben az IGF-I nem volt képes a myotube-ok kialakuldsanak serkentésére
(ellentétben a mi adatainkkal, ahol az IGF-I el6segitette a fuzidt, lasd 3. abra); (3) Ok
egyaltalan nem vizsgdltdk a PKC izoenzimek lehetséges szerepét; igy (véleményiink szerint)
az 4ltaluk leirt és a jelen disszertacioban bemutatott adatok kozotti kiillonbség elsdsorban a két

alkalmazott technika, valamint tenyésztési koriilmények kiilonb6z06ségébol adodhat.

C2C12 myoblastokon az IGF-I hatdsainak kifejlédésében az nPKCo mellett a MAPK
titvonal nPKC &-fiiggd résztvétele is sziikséges

C2C12 myoblastokon az IGF-I cellularis hatdsmechanizmusanak megismerését célzo
vizsgélataink ugyanakkor hasonld, de korantsem azonos eredményekre vezettek. Kimutattuk,
hogy (1) az IGF-1 dltal jelentdsen és dozisfiiggden megnovelt sejtproliferdcidt és
differencidlédast (8. abra) teljes mértékben felfiiggesztette az nPKCO szelektiv inhibitora,
ugyanakkor a cPKC izoenzimek, illetve a PI3-K utvonalak gétlészerei nem befolyasoltik a
hatdst (9. abra); (2) az IGF-I fokozta az nPKCJ szelektiv tirozin-foszforildci6jat (12. abra),
mely az izoenzim aktivicidjanak jele (Nishizuka, 1992; Jaken, 1996; Blass és mtsai, 2002) ;
(3) az nPKCJ konstitutive aktiv formdjanak rekombindns overexpresszidja jelentés mértékben
megnovelte a sejtproliferdcids ratat, valamint mintegy ,utdnozta” az IGF-I proliferaciét
fokoz6 hatésat (13. abra); (4) az nPKCS domindns (kindz) negativ formdjanak (DN-nPKCJ)
rekombindns overexpresszidja meggatolta a C2C12 sejtek proliferacidjat és teljes mértékben
megakadalyozta az IGF-I éltal kivaltott celluldris hatdsok kifejlodését (13. abra). Ezen

eredmények egyértelmiien megerdsitették és aldtdmasztottdk azon feltevésiinket, hogy —
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hasonl6an a humén vazizomsejteken fent bemutatott tapasztalatainkhoz — az nPKC9 kdzponti
szerepet jatszik az IGF-I-specifikus valaszok kialakuldsdban C2C12 myoblastokon is.

Ezen tilmenden ugyanakkor (jé 0sszhangban a Milasincic és mtsai altal kordbban
leirtakkal, 1996) azt is megéllapitottuk, hogy C2C12 izomsejteken a MAPK utvonal is
szerepet jatszik az IGF-I hatdsainak kozvetitésében. Vizsgdlataink sordn ugyanis
bebizonyosodott, hogy a MAPK ttvonal specifikus inhibitora részlegesen (de statisztikailag
szignifikdns médon) meggatolta az IGF-I proliferaciot €s differencidlédast fokozé hatésait (9.
abra), valamint, hogy az IGF-I fokozta a MAPK Erk-1/2 aktivitasfiiggd foszforilacigjat is
(10. abra). Erdekes volt megfigyelniink tovabbd, hogy (1) az nPKCS szelektiv gétldsa teljes
mértékben, mig a MAPK Erk-1/2 inhibitor csak részben fiiggesztette fel az IGF-1 mitogén
hatdsait (9. abra); (2) az nPKCJ inhibitor Rottlerin hatékonyan gétolta az IGF-I dltal kivaltott
MAPK Erk-1/2 foszforildciét (14. abra); (3) a konstitutiven aktiv nPKCS izoformat
overexpresszdl6 C2C12 myoblastok jelentdsen felgyorsult novekedési iitemét a MAPK
inhibitor PD098059 részlegesen (de statisztikailag szignifikdns moédon) lecsokkentette (15.
abra). Mindezen utébbi adataink arra utalnak, hogy C2C12 myoblastokon a MAPK rendszer
résztvételéhez (az IGF-I celluldris hatdsainak kialakuldsdban) elengedhetetleniil sziikséges az
nPKC39 elézetes, IGF-1-fiiggd aktivéacidja; azaz ezen izoforma miikodése a MAPK Erk-1/2
utvonal ,,upstream” szabdlyoz6 mechanizmusaként értelmezhetd.

Az nPKCd izoenzimrdl (hasonléan mds PKC izoformdkhoz) szdmos esetben
bebizonyosodott, hogy kozponti szereppel bir a kiilonféle ndvekedési faktorok specifikus
tirozin-kindz receptorai 4ltal beinditott intracelluldris jeldtviteli folyamatokban, valamint azok
szabdlyozasdban. Keratinocytdk vizsgdlata soran példaul kimutattdk, hogy az nPKCo
kétirdnyd kapcsolatban 4ll az epidermalis novekedési faktor altal beinditott jelatviteli
utvonalakkal (Denning és mtsai, 2000), valamint, hogy — hasonléan a patkdny vazizomsejt

kultdrdkndl tapasztaltakhoz (Braiman és mtsai, 2001b) —résztvesz az inzulin proliferativ
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hatdsdnak kozvetitésében (Shen és mtsai, 2001). Igen jelentds felfedezés volt annak leirdsa is,
miszerint az izoenzim kozponti szerepet jatszik az IGF-I 4ltal kivéltott sejtvalaszok (pl.
migracid, sejttranszformdacid) szabdlyozasdban fibroblastokon és kolondlis epithelidlis
sejteken (Li és mtsai, 1992; Andre és mtsai, 1999). Ugy tiinik tehét, hogy — hasonléan més
sejteken tapasztaltakhoz — az nPKCd human és egér vazizomsejteken is kozponti szereppel bir

az IGF-I hatdsainak kialakuldsdban €s szabdlyozasaban.

A kiilonbozé PKC izoenzimek specifikus, differencidlt és gyakran ellentétes szerepet
toltenek be C2C12 myoblastok sejtfolyamatainak szabdlyozdsdban

Kisérleteink masodik részében (az nPKCd-n kiviil) szamos egyéb PKC izoforma
szerepét vizsgaltuk C2C12 myoblastok sejtfolyamatainak szabédlyozdsdban. Az irodalomban
els6ként szamoltunk be arrdl, hogy bizonyos cPKC (a és ) és nPKC (J és €) izoenzimek
specifikus, differencidlt, ugyanakkor gyakran egymassal ellentétes szabdlyozé funkcidkkal
jellemezhetdk a C2C12 vazizomsejtek in vitro proliferaciés €s differencidlédasi, valamint in
vivo tumorgenetikus mechanizmusaiban. Molekuldris bioldgiai technikdkat (rekombindns
overexpresszid) alkamazva, valamint a PKC izoenzimek aktivitdsdnak farmakoldgiai
modositdsa (gdtldszerek alkalmazésa) révén megéllapitottuk, hogy a ,klasszikus” cPKCa és 3
izoformédk a sejtproliferdcié negativ reguldtoraiként funkciondlnak, ugyanakkor aktivitdsuk
fokozza ezen sejtek differencidlédasat (18. és 19. 4dbra). Erdekes médon Capiati és mtsai
(1999, 2000) madir myoblast kultirdkon végzett kisérletei sordn azt tapasztaltik, hogy a
cPKCo — ellentétben a fent bemutatott eredményeinkkel — ezen sejttipusban a sejtproliferaciod
fokozdsdban jatszik kozponti szerepet. Fontos megemliteniink tovdbb4, hogy humén
vazizomsejt kultirdkon végzett kordbbi vizsgélataink azt éllapitottdk meg, hogy a cPKCa
(feltehetéen) nem vesz részt a proliferdcié szabédlyozasédban, hiszen a novekedést gatlo6 PKC

aktivitor forbol-észterek nem véltoztattdk meg ezen izoenzim szubcelluldris lokalizaciéjat
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(azaz aktivitdsat). Mindezen adatok azt sugalljdk, hogy (hasonléan az IGF-I celluléris
hatdsmechanizmusdnak  vizsgdlata sordn tapasztaltakhoz) a cPKCa proliferdcié
szabdlyozéasaban betoltott szerepe erdsen fajfiiggo jellegzetességeket mutat.

Az nPKCe izoformat kordbban szdmos sejttipus esetében a sejtproliferacié egyik
kulcsfontossagi stimuldtor molekuldjaként jellemezték (Mischak és mtsai, 1993; Goodnight
és mtsai, 1994; Way és mtsai, 2000; Gutcher és mtsai, 2003). Keratinocytdkban,
fibroblasztokban, valamint gliasejteken bebizonyosodott, hogy az nPKCe stabil
overexpresszidja fokozta az in vivo és in vitro sejtproliferaciét, mig az izoforma down-
regulacidja (azaz kifejezodésének és/vagy aktivitdsanak csokkenése) a proliferacio gatlasat és
a differencidlédds indukcidjat idézte eld (Mischak és mtsai, 1993; Goodnight és mtsai, 1994;
Brodie és mtsai, 1998; Papp és mtsai, 2004). A disszertdcibban bemutatott kisérleteink sordan
ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy C2C12 myoblastok esetében ezen izoenzim nem jatszik
szerepet a proliferacid, a differencidlédas vagy a tumorgenezis szabdlyozasiaban (18. és 20.
abr, 1. tablazat). Mivel — hasonléan mdsokhoz (Meacci és mtsai, 1999) — kimutattuk, hogy
az nPKCe nem fejezddik ki C2C12 izomsejtekben, a konstitutiven aktiv rekombindns
izoenzim overexpresszidjanak ,hatdstalansdga” valészinlileg az nPKCe-hoz kapcsolt

specifikus enzim —szubsztrat rendszer hidnyara vezethetd vissza.

Az nPKC 6 drdmai médon fokozza C2C12 vdzizomsejtek in vitro proliferdcidjdt, valamint
malignus transzformdciot indukdl in vivo

Kisérleteink sordn a legfigyelemreméltébb adatokat az nPKCJ izoenzim vizsgilata
soran kaptuk. Mint kordbban emlitettilk, szdimos kozlemény szdmolt be arrdl, hogy az
izoenzim (hasonléan mas PKC enzimekhez) jelentds mértékben vesz részt a proliferacié és
differencidlodas szabdlyozasdban (Mischak €s mtsai, 1993; Goodnight és mtsai, 1994; Brodie

és mtsai, 1998; Way és mtsai, 2000; Gutcher és mtsai, 2003). A legtobb esetben ugyanakkor —
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igy példdul humdn keratinocytdkon (Li és mitsai, 1999; Papp és mitsai, 2004;) és
fibroblasztokon (Acs és mtsai, 1997a, 1997b) —az deriilt ki, hogy az nPKCd a sejtek
differencidlodasat és az apoptdzis folyamatat serkenti, mig a proliferacié szabalyozasaban
gatl szereppel bir. A mai napig csupan egyes emldcarcinoma sejtek esetében mutattak ki,
hogy az izoforma (mintegy ,,tilél6” faktorként funkciondlva) fokozza a sejtek novekedését
(McCracken és mtsai, 2003).

A disszertacioban bemutatott kutatdsaink sordn ugyanakkor bebizonyosodott, hogy (1)
a konstitutiven aktiv nPKCJ stabil overexpresszidja fokozta, mig a kindz inaktiv DN-nPKCd
mutans jelenléte gatolta a C2C12 myoblastok in vitro proliferacidjat (13. és 18. abra, 1.
tablazat); (2) az nPKCd overexpresszidja csokkentette az izomspecifikus differencidlodasi
marker dezmin expresszidjat (18. abra); (3) az nPKCO aktivitdsdanak szelektiv gatlasa
Rottlerinnel dézisfiiggden meggatolta a kontroll C2C12 sejtek ndvekedését (19. abra); (4) az
nPKCd overexpresszor sejtek immunhidnyos egerekbe torténé intradermaélis injektdldsa nagy
méretll, malignusan transzformalt rhabdomyosarcomék kialakuldsat eredményezte (szemben a
kontroll sejtek altal 1étrehozott kis méretii, jéindulatd tumorokkal) (20. abra és 1. tablazat);
(5) a DN-nPKCd overexpresszor myoblastok egyéltalin nem indukéltak tumorokat SCID
egerekben (1. tablazat). Mindezen eredményeink — kiegésziilve azon (korabban részletezett)
adatainkkal, hogy az nPKCd kozponti szerepet tolt be az IGF-I celluldris hatdsainak
kialakitdsdban mind humén, mind C2C12 izomsejteken — arra engednek kovetkeztetni, hogy
sikerrel azonositottuk az nPKCd egy uj funkcidjat, mint a harantcsikolt izom in vitro és in
vivo proliferacidjanak egyik meghatdrozo6 jelentdségii, stimuldlé molekul4jat.

A C2C12 myoblastok vizsgélata sordn kapott adataink és a laboratériumunk kordbbi
kutatdsi eredményeinek Osszehasonlitdsa egy tovabbi érdekes jelenségre mutatott rd. Human
epidermdlis keratinocytdkon (ahol a disszerticioban bemutatott kombindlt molekuldris

bioldgiai és farmakoldgiai technikdkkal megegyezd megkozelitést alkalmaztunk) azt
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tapasztaltuk, hogy a cPKCa és az nPKCO overexpresszidja fokozta a sejtek
differencidlodasat, ugyanakkor gatolta azok proliferdciéjat és a tumorgenezist. Ezzel
ellentétben, a cPKCP és az nPKCe aktivitisa fokozta mind az in vivo, mind az in vitro
sejtnovekedést €s gatolta a differencidlodds folyamatat (Papp és mtsai, 2004). A C2C12
véazizomsejteken a legtobb esetben ezzel ellentétes jelenségeket tapasztaltunk; azaz a cPKCP
gatolta a sejtek novekedését, az nPKCe jelentéktelen szerepet jatszott a proliferacid
szabdlyozasaban, az nPKCd viszont jelentds mértékben fokozta a sejtproliferaciot és a
daganatok kialakuldsat/transzformacidjat. Ha figyelembe vesszilk tovdbbd, hogy
keratinocytdkon még a hyperproliferativ dtalakuldst eredményez6 cPKCP és/vagy nPKCe
overexpresszidja sem jart egyiitt a sejtek malignus transzformaci6javal (szemben az nPKCo
hatdsdval C2C12 myoblastokon), adataink alapjan kimondhat6, hogy a PKC izoenzimek
nemcsak izoforma-specifikus médon szabédlyozzak a sejtek novekedését és differencidlodasat,

de hatdsuk igen kifejezett sejttipus-fiiggéssel is jellemezhetd.

A PKCpu kozponti szerepet jatszik a porcdifferencidalodds folyamatainak serkentésében
Kisérleteink soran megkezdtiik egy masik sejttipus, a porcosodé mezenchimalis
sejtkultirdk PKC izoenzimkészletének vizsgdlatit is. Kimutattuk, hogy — hasonléan
laboratériumunk kordbbi, human vazizomsejteken €s keratinocytdkon leirt adataihoz (Boczan
és mtsai, 2000; Papp és mtsai, 2003) — a differencidlodé kondrocitdk jellegzetes izoforma-
mintdzata, valamint a PKC aktivitds jelent0sen valtozott a tenyésztési id0 fiiggvényében (21.
abra). Megallapitottuk, hogy a legtobb izoenzim (cPKCa, nPKCe, aPKCA) szintje csokkent a
differencidlodds eldrehaladtdval, mely arra utalhat, hogy ezen molekuldk a folyamat korai
fazisdban jdtszhatnak szerepet. Az aPKC{ szintje véltozatlan, de magas szintli maradt a
tenyésztés sordn, mely az izoforma esszencidlis bioldgiai folyamatokat szabdlyozd

funkciéjara utalhat.
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Ezzel ellentétes jelenséget figyeltiink meg a kisérleteink sordn csak a porcsejtekben
kimutatott PKCp vizsgélata sordn. Bebizonyosodott, hogy a sejtekben kimutatott PKC
izoformak koziil egyediil a PKCu szintje €s (foként) aktivitdsa novekedett a differencidlodas
sordn (21. abra); azaz a cPKCa, nPKCe és aPKCA aktivitdsa mintegy ,.felcserélodott” a
PKCpu aktivitdsara a folyamat késoi fazisaiban. Mivel funkciondlis kisérleteink sordn az is
bebizonyosodott, hogy a PKCu gédltdsa igen jelentdsen csokkentette a sejtek proliferdcidjat és
a metakromazids festéssel kimutathaté porcképzodést (22. abra), eredményeink a PKCp
kozponti szerepét valdsziniisitik a porcdifferenciacié (késéi folyamatainak) pozitiv
szabdlyozéasaban.

A PKCp izoforma sejtproliferdciot és differencidlodast szabédlyozd szerepérdl mas
sejteken is hasonlé eredményekrél szamoltak be. Bebizonyosodott, hogy pl. egér
keratinocytdkban €s huméan bdérben a PKCu expresszidjanak szintje jol korreldl a sejtek
osztddasi dllapotdval (Rennecke és mtsai, 1999; Ristich és mtsai, 2006): proliferdl6 sejtekben
magas, a differencidlédd, nem oszt6dd sejtekben alacsony koncentracidban fordult eld.
Felvetddott emellett, hogy keratinocytdkon és osteoid sejteken a PKCu fontos szerepet jatszik
a MAPK tutvonal aktivalasaban is (Rennecke és mtsai, 1999; Lemonnier és mtsai, 2004.),

mely tovabb erdsiti az izoforma fent bemutatott szabalyozé szerepének fontossagat.

A kisérletes eredmények (potencidlis) hasznositdsa

A disszerticiéban bemutatott eredményeink —az egyértelmii alapkutatisban vald
felhaszndldson tdl — szdmos, az alkalmazott kutatdsban, a kisérletes fejlesztésben, valamint
(remélhetden) a klinikai gyakorlatban is relevancidval biré tovabbi hasznositds lehetOségét
vetik fel. Az utébbi évek soran szamos klinikai kutatds eredménye latott napvildgot, melyek a
PKC izoformdk aktivitisdnak megvéltoztatdsa (antiszensz technolégidk, PKC inhibitorok)

révén prébaljdk a daganatok fokozott novekedését gatolni (Carter, 2000; Hofmann, 2001).
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Ezen kutatisok még pontosabb tervezéséhez, kivitelezéséhez, valamint az alkalmazott
potencidlis gydgyszerhatbanyagok bioldgiai hatdselemzéséhez nytjtanak tovabbi segitséget
azon eredményeink, miszerint a PKC izoenzimek specifikus médon képesek a sejtproliferacié
in vitro és in vivo szabdlyozasdra. Kisérletes adataink azt sugalljak, hogy pl. a harantcsikolt
izom daganatos megbetegedéseiben hatékony beavatkozds lehet a myoblastokban
hiperproliferativ atalakulast eredményezd, illetve az IGF-I mitogén hatdsat kozvetit6 nPKCd
aktivitdsdnak csokkentése szelektiv inhibitorok, valamint az enzim kifejez0dését csokkentd
célzott technikdk alkalmazasaval. Masik, az el6zdeket akar kiegészitd terdpids alternativaként
olyan szerek alkalmazdsa is sikerrel kecsegtethet, melyek a sejtproliferaciét gatld (és a
differencidlodast eldsegitd) cPKCa és B izoenzimek aktivitdsanak fokozdsan keresztiil fejtik
ki hatdsukat. Végezetiil, degenerativ porcmegbetegedésekben egy potencidlis terdpids
alternativa lehet (a kondrogenezis folyamatainak serkentésére) a PKCp aktivitdsdnak
szelektiv fokozasa.

Eredményeink ugyanakkor a PKC izoformdkra haté szerek alkalmazédsanak egy
potencidlis veszélyére is felhivjdk a figyelmet. Mint kordbban részleteztiik, egy adott PKC
izoforma proliferaciét szabalyozé szerepe jelentdsen fiigg az 6t expresszald sejt tipusatdl. Az
nPKCd-t példaként véve, ezen izoformat szinte minden eddig vizsgélt sejtben (bizonyos
emlddaganat sejtvonalakat kivéve) a proliferdcié negativ reguldtoraként irtdk le (Watanabe és
mtsai, 1992; Mischak és mtsai, 1993; Lu és mtsai, 1997; McCracken és mtsai, 2003). Ezzel
szoges ellentétben kisérleteink sordn bebizonyosodott, hogy az izoforma a véazizomsejtekben
nem a differencidlédast, hanem a proliferaciét serkenti, rdadasul konstitutiv jelenléte malignus
transzformaciGhoz vezet. Igy tehat ha egy adott szer alkalmazdsdval szisztémasan fokozzuk
példaul az nPKC9 aktivitdsat (pl. bérdaganatok kezelésének céljabol), akkor fenndll a

veszélye, hogy a célzott daganat prolifericidjanak visszaszoritisa mellett egy masik
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sejttipusban (pl. vazizom), ugyanazon PKC izoforman hatva akdr daganatos transzformaciot

is eloidézhetiink.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn vazizom- és porcsejteken vizsgéltuk a protein kindz C (PKC)
izoenzimcsaladd, valamint egyéb jelatviteli rendszerek szerepét az in vitro és in vivo
proliferacié és  differencidlédds szabdlyozdsiaban. Megallapitottuk, hogy human
vazizomsejteken az izomregeneracid folyamatdnak egyik kozponti molekuldja, az IGF-1
mitogén (azaz novekedést és differencidlodast fokozd) hatasanak kifejlédésében az nPKCd
izoenzim kizarélagos szereppel bir. Egér C2C12 myoblastokon ugyanakkor kimutattuk, hogy
az nPKCd-specifikus aktivitds kozponti szerepe mellett a MAPK ttvonal is részvesz az IGF-I
hatdsainak kialakitdsaban. Bebizonyosodott az is, hogy C2C12 myoblastokon az nPKCd a
MAPK ttvonal ,,upstream” regulatoraként viselkedik; azaz megel6zd aktivacidja sziikséges a
MAPK rendszer aktivitdsdanak fokozodasahoz. C2C12 izomsejteken emellett megéllapitottuk,
hogy a kiilonb6z6 PKC izoformdk stabil rekombindns overexpresszija eltér6 maddon
befolydsolta a sejtek funkciondlis és morfoldgiai sajatsdgait. Kimutattuk, hogy a cPKCa és 3
jelenléte lecsokkentette a sejtek novekedési iitemét, mig az nPKCe overexpresszidja nem
befolydsolta azt. Ezzel ellentétben az nPKCd konstitutiv overexpresszidja dramai médon
megnovelte a sejtek in vitro proliferacidjat, lecsokkentette a differencidlédasi marker dezmin
kifejez0dését, valamint in vivo igen nagyméretli, malignusan transzformélt daganatok
kialakuldsat indukdlta immunhidnyos egerekben. Végezetil megallapitottuk, hogy
csirkeembridk porcosodo végtagtelepeibdl izoldlt mezenchimalis sejttenyészetekben az egyedi
tulajdonsagokkal biré PKCup meghatirozé szereppel bir a porcdifferencidlodas (késoi)
folyamatainak szabdlyozdsdban. Mindezen adataink egyes PKC izoformdk specifikus,
ugyanakkor egymadssal gyakran ellentétes szerepére utalnak vézizom- és porcsejtek

novekedésének €s differencidlédasdnak szabdlyozéasdban.
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