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1. BEVEZETES

Az iziileti porc megbetegedései vagy a végtagok vazanak fejlédési rendellenességei az
¢letmindséget sulyosan rontd, gyakran fajdalmas elvaltozasok. Az iziileti porcot alkoto
hialinporc szerkezetének és kialakulasanak alaposabb megismerése, illetve a végtagok csontos
vazénak templatjaul szolgalod porctelepek létrejottét szabalyozd molekuldris mechanizmusok
feltarasa eléremozdithatjak ezeknek a megbetegedéseknek a jovobeni jobb gyogyithatosagat.
Vizsgalatainkkal a porcdifferenciacid szabalyozasadban szerepet jatszo fehérje foszforilacios
folyamatok megismeréséhez kivantunk j eredményekkel hozzajarulni.

A porcszovet az egyéb koto- €s tdmasztd szovetekhez hasonléan mezenchimalis
szovetbdl fejlodik. A folyamat soran elso 1épésben a kondrogenikus sejtek kis sejtcsoportokat
képeznek in vivo és in vitro egyarant. Az aggregatumokban N-CAM ¢s N-cadherin révén
létrejovo  sejt-sejt kapcsolatok, kiillonbozé citokinek, pl. TGFB, FGF4, valamint egyéb
parakrin (PGE-2) és endokrin uton hatd tényezok (retinol, parathormon, Ds-vitamin)
modulaljak a porcdifferenciacié folyamatat. Mindezek mellett fontos szerepet visznek a
porcelofutar sejtek fenotipusanak alakitdsaban a sejteket koriilvevd extracellularis matrix
(ECM), valamint az azokat a sejtekhez koté adhézios molekulak expresszids mintazatdban
bekovetkezd valtozasok is. A kezdetben nyulvanyos kondrogenikus sejteket hialuronsavban,
fibronektinben és 1. tipusu kollagénben gazdag ECM veszi kortil, a sejtek pedig els6sorban a
fibronektin ligandot koté aSB1 integrint expresszaljak a felsziniikon. A kondrogenikus sejtek
altal atmenetileg szintetizalt tenaszcin antiadheziv sajatsaganak kdszonhetden a nyulvanyos
sejtek rovidesen felvalnak a matrix alapzatrél és lekerekednek. Ekozben megvaltozik a fokalis
adhézios helyek ligandkotése is, tovabb modulalva a sejtek citoszkeletonjanak szerkezetét. Az
pedig jol ismert, hogy a citoszkeleton szerkezeti atalakuldsai a génexpresszio aktivitdsanak
valtozasait vonhatjadk maguk utan. A lekerekedd sejtek elkezdik a hialinporcra specifikus
ECM-alkotok, tobbek kozott a I1. tipusu kollagén, valamint a nagy aggregald proteoglikan, az
aggrekan szintézisét és létrehozzak a fenotipus stabilizalasahoz sziikséges mikrokornyezetet.

A kondrogenezis korai stadiumatol emelkedd intracellularis cAMP-szint detektalhatd
a differencialodo sejtekben. A cAMP sejten beliili hatdsainak medidlasaért a Ser/Thr-
specifikus protein kindzok csoportjaba tartozo cAMP-fiiggd protein kindz (PKA) aktivalodasa
a felelos. Az inaktiv PKA holoenzim két regulator és két katalitikus alegységbdl épiil fel. A
cAMP-nek a regulator alegységhez valo kotddése a katalitikus alegységeknek a regulator
alegységrol valo levalasat és aktivalodasat valtja ki. Az enzim aktivitasa szempontjabol donto
fontossagu a katalitikus alegység Thr-197 aminosav-oldallancanak foszforilaltsaga. A PKA
hatasainak specifikusabba tételében lényeges szerepet toltenek be a PKA-kotd fehérjék,
amelyek kiilonboz6é szubcellularis kompartmentekhez lokalizalhatjak a PKA holoenzimeket.
A PKA altal foszforilalt és a génexpresszid szabalyozasaban fontos egyik transzkripcios
faktor a “cAMP respond element binding” (CREB) fehérje. A CREB Ser-133 aminosav-
maradékon torténd foszforilalasa fokozza annak génexpressziét aktivalo hatasat. Ujabb
irodalmi adatok azt is bizonyitjak, hogy a PKA foszforilalja a porcdifferenciacio iranyitasaban
karmester-génként miikodo Sox9 gén fehérjetermékét, a SOX9 transzkripcids faktort, amely a
foszforilaciot kovetden hatékonyabban aktivalja a kondrogenikus sejtekben a II. tipust
kollagén és az aggrekan tengelyfehérje génjeit.

A Ser/Thr-specifikus protein kinazok aktivitisa révén foszforilalt fehérjék
defoszforilalasat a foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok (PP) katalizaljak. A Ser/Thr-
specifikus PPk felosztasa szubsztrat specificitasuk, illetve inhibitorok iranti érzékenységiik
alapjan torténik. A PP1 az emlds foszforilaz kindz B-alegységét defoszforillja, inhibitor-1
(I1) és inhibitor-2 (12) fehérjékkel gatolhatd. A PP1 az eukariota szervezetekben esszencialis
szerepet betoltd enzim, erre utal a katalitikus alegység nagymértékii evollcios
konzervativizmusa. Természetes formaban egy katalitikus és egy reguldtor alegység alkotta



dimerként funkciondl. A PP2 csalad tagjai a foszforilaz kindz a-alegységét defoszforilaljak és
nem gatolhatok I1 és 12 fehérjékkel. A PP2 csaladon beliil hdrom alosztalyt kiilonitiink el:
PP2A, PP2B ¢és PP2C. A PP2A okadainsavval gatolhatd, a PP2B Ca-kalmodulin-fiiggd, a
PP2C pedig Mg*", illetve Mn”" ion-fiiggs. A PP2A a sejtekben valosziniileg trimer forméban
talalhatd. A katalitikus alegység allandd komplexet alkot az A-regulator alegységgel és ehhez
a dimerhez tobbféle B-alegység kapcsolodhat. A PP2A szamos jelatviteli rendszer 1ényeges
eleme. Ez a szerep nem korlatozoédik a foszforilalhato transzkripcios faktorok és egyéb
messenger molekulak defoszforilalasara, hanem szamos protein kindz, koztik a PKA
aktivitasat is befolyasolja a PP2A.

A PP-k cellularis folyamatokban bet6ltott fontos szerepére utal az a tény is, hogy
szamos mikroorganizmus termel foszfatdz inhibitor aktivitasu toxinokat. Az egyik ilyen
toxint, az okadainsavat (OA) tengeri algak szintetizaljak és egy vellik taplalkozo fekete
szivacs-félébol izolaltak elészor Japanban. Az OA poliéter zsirsav, igy konnyen athatol a
sejtmembranon és mar nanomol koncentracioban is hatékonyan gatolja a PP2A-t. Az OA a
PP1 aktivitasat csak magasabb, 0,1 uM feletti koncentracidkban gatolja. Mas tipust enzimek,
pl. kinazok aktivitasat az OA kozvetleniil nem befolyasolja. Igy az OA kivaléan alkalmas a
PP2A altal katalizalt defoszforilacios folyamatok tanulmanyozasara.

2. CELKITUZESEK

Nagy szamu irodalmi adat igazolja a porcdifferenciaciot regulalé proteinfoszforilacios
mechanizmusok fontossagat. Szamos protein kindz szerepét bizonyitottdk a kondrogenezis
szabalyozasaban. Emellett arrdl is vannak részleges informacioink, hogy ezek a kindzok
milyen szubsztratokon keresztiil fejtik ki hatasaikat és azt is tudjuk, hogy kozottiik szamos
transzkripcios faktor is szerepel. Arrdl azonban nem rendelkeziink adattal, hogy a
proteinfoszforilaciot reverzibilissé tevd foszfatazok milyen szerepet jatszanak a
porckialakulas sordn,. Ezért kisérleteink céljaul tliztiik ki:

% megvizsgalni a fontosabb cellularis foszfo-Ser/Thr-specifikus foszfatazok (PP1 és PP2A)
aktivitasanak valtozasait a porcdifferenciacio soran;

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

% Osszefliggést keresni a porcképzddésben szerepet jatszo foszforilacios és defoszforilacios

szabalyozd mechanizmusok kozott kozos szubsztratmolekulak azonositasaval.



3. KiSERLETI MODELL ES AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.1. Porcosodo high density mezenchimalis sejtkulturak

A Hamburger-Hamilton szerinti 22-24-es fejlettségi stadiumu csirkeembriok
végtagtelepeibdl izolalt porcosodd mezenchimalis sejtekbodl eldalitott primer high density
(HD) sejtkultarakat tobb évtizede alkalmazzak a porcdifferenciacié tanulmanyozéasara. Az
eredeti leiras szerinti 20x10° sejt/ml siirliségli sejtszuszpenzié helyett mi 15x10° sejt/ml
striiségli szuszpenziot alkalmaztunk ¢és 10 pl-es cseppek helyett 100 pl-es cseppeket
hasznaltunk, igy sokkal homogénebb képet mutattak a kultarak a tenyésztés végén. A
morfologiai vizsgalatokra készitett kulturakat milanyag Petri csészébe helyezett miianyag
fedélemezen tenyésztettiik. Az enzimaktivitas-mérésekhez és immunoblot vizsgalatokhoz
fedolemez nélkiill a Petri csészék aljara cseppentett tenyészeteket hasznaltunk. A
sejtproliferacidos vizsgalatokat 96 lyukt mikrotiter plate-ek lyukaiba cseppentett 15 pl-es
cseppek felhasznalasaval végeztiik. A kultarak kicseppentésének napja a tenyésztés 0. napja.
A tenyészeteket 10 % fetalis borju szérummal kiegészitett Ham’s F12 taptalajjal, ha a kisérlet
menete masként nem diktalta, masodnaponta etettiik.

3.2. A protein foszfataz-aktivitas gatlasa okadainsavval és a PKA aktivitas gatlasa H89-
cel
A foszfataz (OA) és PKA (HS89) inhibitorokat a kultirdk taptalajaba keverve
alkalmaztuk, a behatési id6 elteltével OA esetében normal taptalajra cseréltiik a médiumot. Az
alabbi kisérleti csoportokat alakitottuk ki:
1. 5,10 és 20 nM OA a tenyésztés 2. és 3. napjan 4-4- 6rara adva;
2. 50 ¢és 100 nM OA ugyanigy alkalmazva;
3. a0.,az 1. vagy a 2. tenyésztési naptdl a tenyésztés végéig folyamatosan 2, 4, 6, 8, 10 és 20
nM OA-val kezelt kultarak;
4. 20 uM H89 folyamatos jelenléte a médiumban a tenyésztés 1. napjatol kezdve;
5. folyamatos H89 kezelés a 2. és 3. tenyésztési napokon 4-4 orara adott OA kezeléssel
kombinalva.

3.3. Fénymikroszkopos hisztokémiai és ultrastruktiralis vizsgalatok, valamint
képanalizis

A 6 napos tenyészetek fénymikroszkoppal lathaté szerkezeti valtozasait vizes,
valamint 3 %-os ecetsavban oldott dimetilmetilénkékkel (DMMK) megfestett kultarakon
vizsgaltuk. A DMMK vo6rés metakromazias szinben tiinteti fel a szulfatalt glikozaminoglikan
oldallancokban gazdag proteoglikanokat (PG) nagy mennyiségben tartalmazé porcmatrixot.
Alacsony pH-ji DMMK oldattal torténé festést kovetden az ortokromazias kék szineftektus
egyaltalan nem latszik.

Az OA-val kezelt kultarak aktin filamentumainak elrendezédését TRITC-falloidinnel
valo jelolést kovetden 1ézer konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeken vizsgaltuk.

Az OA-nak a kondrocitak ultrastrukturajara, valamint a kollagénfilamentumok
megjelenésére gyakorolt hatasait 2,5 %-os glutaraldehiddel fixalt és uranil-acetattal, valamint
olom-acetattal kontrasztozott ultravékony metszeteken tanulmanyoztuk. A porcmatrix PG-
jainak nagysagat, megoszlasat natrium-acetat pufferben oldott 2,5 % glutaraldehid, 0,5 %
kuprolinkék (CB) és 0,3 M MgCl,-tartalmu oldattal fixalt és megfestett tenyészetekbol késziilt
ultravékony metszeteken analizaltuk.

A tenyészetekben kialakult porckolonidk nagysagat szamitogépes képanalizissel
mértik meg és hasonlitottuk Ossze az egyes kisérleti csopotokban. Erre a célra 6 napos,
ecetsavban oldott DMMK-kel megfestett kultirdk egyforma alapteriiletii részleteibdl késziilt
felvételeket hasznaltunk. Az adatok statisztikai analizisét ambiguity-probaval végeztiik el.



3.5. Kollagén- és PG-molekulik biokémiai vizsgalata

A kezeletlen kontroll ¢és az OA-kezelt tenyészetek matrixat alkotd kiilonb6zo
kollagének, valamint PG-ok megoszlasat és mennyiségét 8 napos kultirakbol 4 M guanidin
HClI-dal, illetve pepszines emésztéssel késziilt kivonatokban elemeztiik. Az I. és II. tipust
kollagéneket a pepszin-emésztett mintakbol késziilt immunoblotok segitségével vizsgaltuk. A
porcmatrix PG-molekulait agar6z-poliakrilamid géleken, toluidinkékkel tortént festést
kdvetden analizaltuk.

3.6. Enzimaktivitas mérések

Az enzimaktivitds mérések minden esetben a lizispufferben felvett kulturdk
ultrahangos feltarassal késziilt homogenizatumainak a feliilisz6ibol szdrmazd mintdkban
torténtek. A kezeletlen kontroll kultirdkban mérheté PP aktivitasokat 1, 2, 3, 4 és 6 napos
tenyészetekben vizsgaltuk. A késobbiekben az OA-val, valamint H89-cel kezelt kultirakban
mérhet6 PP aktivitasokat 2, 3 és 6 napos kezeletlen kontroll kulturdkban mért aktivitasokhoz
hasonlitottuk. A kisérletek masodik fazisaban mértiik az 1, 2, 3 és 6 napos kezeletlen kontroll
tenyészetekben a PKA aktivitas porcdifferenciacioval dsszefiiggd valtozasait. Emellett 2, 3 és
6 napos tenyészetekben a PP aktivitasok valtozasai mellett detektaltuk a kiilonb6z6 kisérleti
csoportokban észlelhetd PKA aktivitasokat is.

3.7. A PKA a-katalitikus alegység, valamint a CREB és a P-CREB mennyiségének
vizsgalata immunoblottal

A kiilonbozo kisérleti csoportokbdl szarmazd, lizispufferben felvett kulturakbol
késziilt mintakat nitrocelluldz membranra vittiik at, majd a membréanokat a PKA a-katalitikus
alegysége, illetve a CREB vagy a P-CREB ellen termeltetett antitestekkel reagaltattuk.
Masodik antitestként tormaperoxiddazzal konjugalt antitestet hasznaltunk, majd a reakcio
eredményét kemilumineszcencias modszerrel tettiik lathatova.
3.8. A sejtproliferacié valtozasainak vizsgalata

A kiilonbozo kisérleti csoportokhoz tartozé tenyészeteket 96 lyuku mikrotiter plate-
ekben tenyésztettiik, az 1., 2., 3., 4., vagy 6. napokon 1 uCi/ml ’H-timidint tartalmazo
taptalajban tartottuk 16 oran at. Ezt kovetden a kultirakat PBS-sel atmostuk, a fehérjéket 5 %
triklorecetsavval kicsaptuk és jabb mosasok utan tripszinnel emésztettiik. A kultirakat
félautomata sejt-harvesterrel szcintillaciés papirra vittiik €s a radioaktivitdsokat béta-
szamlaloval detektaltuk. Az adatok statisztikai elemzését F-probaval végeztiik. A proliferacid
valtozasait a kisérletek kezdeti szakaszaban bromdeoxiuridin beépiilésének fluoreszcens
immunhisztokémiai kimutatasaval is vizsgaltuk. Mivel a proliferacid-valtozas tendencidja a
két modszerrel egyformanak bizonyult, ezért a késObbiekben csak a radioaktiv timidin
beépiilésének detektalasaval kovettik nyomon a setjszaporodas alakulasat az egyes
hatéanyagok alkalmazasa soran.



4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy milyen szerepet tolt be a
PP2A és a PKA az in vitro porcképzddés szabalyozasaban. Vizsgalataink soran a PP2A ¢s a
PKA aktivitasat szelektiv inhibitorok alkalmazasaval blokkoltuk. Eldszor a sejtpermeabilis
foszfataz inhibitor OA porcdifferenciaciora gyakorolt hatasait vizsgaltuk.

4.1. Az OA-Kkezelés hatasai a porcképzodésre

Kisérleteinkben 20 nM OA-nak a porcdifferenciacio szempontjabdl kulcsfontossagti
masodik és harmadik tenyésztési napon vald adasaval szignifikdnsan — akar 115%-kal is —
novelni tudtuk a kolonidk metakromaziasan fest0dé porcmatrixszal bird teriiletrészét a
tenyésztés végét jelentd hatodik tenyésztési napon mérve. Irodalmi adatok szerint az OA-nak
jelentés tumor-képzddést serkentd hatdsa van, azonban OA kezelések hatasara keletkezett
nagy mennyiségli porcban a normalisnak megfeleld sejt- és matrixképet talaltunk mind fény-,
mind elektronmikroszkopos szinten, valamint a porcmatrix biokémiai elemzésével sem
talaltunk lényegi eltérést a kontroll és az OA-kezelt koloniak kozott. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az OA hatasara keletkezett nagyobb mennyiségli porc a normalis
porcdifferenciacio serkentése és nem tumoros atalakulas nyoman keletkezett.

4.2. Az OA-Kkezelés sejtproliferaciora gyakorolt hatasa

idébeli lefolyast volt, bar az egyes napokat kiilon-kiilon tekintve az OA-kezelés hatisara
fokozott sejtproliferaciot tapasztaltunk. A legnagyobb eltérést a harmadik tenyésztési napon,
kozvetleniil a masodik OA-adast kovetden kaptuk.

A porcosodd mezenchimalis sejtek proliferacioja, majd kisebb sejtcsoportokba vald
tomoriilése a porcdifferenciacié elengedhetetlen 1épése. A HD-kultirak mezenchimalis
sejtjeinek elkotelezett porcosodd sejtté vald differencialodasa a proliferacioval és
sejtkondenzacioval parhuzamosan zajlik az els6 és masodik tenyésztési napon. Megfeleld
sejtstirliség esetén direkt sejt-sejt kapcsolatok és parakrin szignalok (pl. prosztaglandinok)
serkentik az elkotelezett sejtek differencialodasat, melyek elészor kondroblasztokka, majd
kondrocitakka valnak a harmadik tenyésztési napra. Az OA-kezelés hatasara bekovetkezo
sejtproliferacio-fokozddas a megfeleld sejtdenzitas és igy az intenzivebb sejt-sejt kapcesolatok,
valamint a kielégitd erdsségii parakrin jelek révén tobb, erételjesebben elkdtelezett porcosodo
sejt keletkezését eredményezheti. Irodalmi adatok szerint az OA az o0sztdodd sejteket az
osztddasi orso kialakulasanak atmeneti befolyasolasa révén, reverzibilis médon feltartoztatja a
mitozisban; az OA kezelés ledllitasat kovetéen a sejtek befejezik a félbeszakadt osztodast.
Ugyszintén ismert, hogy a porcosodd mezenchimalis sejtek rovid és atmeneti megallitdsa a
mitézisban stimulalja a sejtek elkotelezddési folyamatat. Osszegezve, az OA két, latszolag
egymassal ellentétes modon befolyasolja a sejtciklust, azonban mindkét effektus egyiranyba,
a porcosodas fokozddasa felé hat.

4.3. Az OA-kezelés hatasa a citoszkeleton szerkezetére

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az OA-kezelés az aktinfilamentumok
széttoredezését és az aktin sejtmembran alatti kondenzal6dasat okozta, s az egyébként
nyulvanyos megjelenésti porcosodd sejtek kozott sokkal tobb lekerekedd alakot figyeltiink
meg a kezeletlen kontroll kultarakban latottakhoz képest.

Régota ismert az a tény, hogy az aktinfilamentumok széttéredezése serkenti a
porcképzodést. Azt is tudjuk, hogy a citoszkeleton szerkezetének valtozasai befolyasoljak a
génexpresszio aktivitdsat, s ez a modulaci6 akar a porcdifferenciacido szabalyozasaban
szerepet jatszo géneket is érintheti. Emellett a kiilonbozo jelatviteli folyamatokban fontos



szereppel bird szamos enzimféleség (pl. egyes PKA holoenzimek a kétofehérjéi révén, illetve
egyes PP2A holoenzimek a B-regulator alegységei altal) kotodhet a citoszkeleton egyes
komponenseihez, igy a citoszkeletalis alkotok, els6sorban az aktinfilamentumok, de a
mikrotubulusok valtozésai is hatdssal lehetnek ezen enzimek aktivitasara.

4.4. A PP1 és a PP2A aktivitiasa a kontroll, valamint az QA-kezelt porcsejtekben

A kiilonbozo életkori  kezeletlen kontroll HD-kultirdk homogenizatumanak
feliiluszoiban mért foszfo-Ser/Thr-specifikus PP aktivitasi értékek azt mutatjdk, hogy a
porcdifferenciacid soran a PP2A aktivitdsa erételjesen csokken, mig a PP1 aktivitasa igen
magas, de gyakorlatilag valtozatlan szinten marad. 20 nM OA-nak a porcdifferencidcié
szempontjabol kulcsfontossagu masodik és harmadik napon val6 adasaval szignifikains PP2A
aktivitas csokkenést értiink el, mig ez az OA-koncentracié a PP1 aktivitdst nem befolyasolta.
Ezekb6l a tényekbdl arra kovetkeztetink, hogy a PPl-nek esszencialis, de a
porcdifferenciacioval szoros ok-okozati Osszefiiggésben nem 1évé szerepe van a
kondrogenikus sejtekben. Ezzel ellentétben, a PP2A részt vesz a kondrogenezis
szabalyozasaban, aktivitasa a porcképzodést gatolja.

4.5. A PKA aktivitas gatlasanak hatasai a kondrogenezisre

Az OA altal kivaltott PP2A-gatlas hatdsmechanizmusanak kisérletes bizonyitékait a
PKA-t szelektiven gatlé koncentracioban (20uM) alkalmazott protein kindz inhibitornak, a
H89-nek a kulturak taptalajahoz valé adasaval kerestiik. Ez a H89 koncentracié szignifikans
PKA aktivitas csokkenést okozott a HD-kultirak homogenizatumanak feliluszoiban
detektalva. A PKA aktivitds gatlasaval parhuzamosan a kondrogenezis csokkenését
tapasztaltuk. A porc szinte egyaltalan nem fejlodott ki a H89-kezelt kolonidkban, a
kontrollhoz viszonyitva csak mintegy 4 %-nyi nagysagu porcmatrixszal fedett alapteriiletet
mértiink benniik. Mivel a kondrogenikus mezenchimalis sejtekbdl kialakultak a
sejtaggregatumok, de a sejtcsomokban aztan nem jelent meg a porcmatrix, ezért arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PKA-nak els6sorban a mar aggregalddott €s elkotelezett
porcelofutar-sejteknek az érett kondrocitakka valo alakulasaban visz szerepet és nem vesz
részt a differenciacio kezdeti 1épésének, a sejtaggregacionak a szabalyozasaban.

Kisérleti eredményeink szerint a PP2A gatlasa OA-val jelentdsen fokozta a
tenyészetekben mérhetdé PKA-aktivitast és ugyanakkor serkentette a porcképzodést. Ezért tigy
gondoljuk, hogy a PP2A defoszforilalja a PKA katalitikus alegységét (PKA-C-t) és szerepet
jatszik a PKA jelatviteli utvonal szabalyozasaban a kondrogenezis soran. Ezt az elképzelést
alatamasztjak azok az irodalmi adatok is, melyek szerint a kérdéses enzimeket tartalmazo,
sejtmentes vizsgalati rendszerekben a PP2A defoszforilalla a PKA-C Thr-197-es
aminosavmaradékat és ilymodon inaktivalja a PKA-t. Ugyszintén a PP2A-nak a PKA
aktivitasat regulald funkcidja mellett szol az a kisérleti leletiink is, hogy a PKA-Ca
expresszioja nem valtozik sem OA, sem H89 hatasara.

4.6. A H89-kezelésnek a sejtproliferaciora gyakorolt hatasai

Kisérleteink soran a PKA-aktivitds H89-cel vald gatlasaval parhuzamosan csokkent
sejtproliferaciot detektaltunk valamennyi vizsgalt napon. Mivel a PKA gatlast kovetd
csokkent sejtproliferaciot nem emelte meg az OA-kezelés eredményeként létrejott PP2A
gatlas, ezért feltételezziik, hogy a porcdifferenciacio sordn egyéb, a PP2A altal szabalyozott
mechanizmusok is részt vesznek a sejtszaporodas iranyitasaban.



4.7. A PP2A és a PKA gatlasok hatiasa a CREB expressziojara és foszforilaciojara

A sejtproliferacio befolyasolasarol elmondottakkal ellentétben, a PP2A gatlasa OA-val
még a H89-cel kezelt kultirak esetében is erdteljesen megemelte a maradék PK A-aktivitast és
fokozta a porcképzddést. Ebbdl a ténybdl arra kdvetkeztetiink, hogy a PKA foszforilalhatja
azon transzkripcios faktorokat, amelyek a porcképzddésben fontos iranyitd szereppel birnak
¢s szabalyozzéak a porcspecifikus matrixmolekulak expressziojat.

Irodalmi adatok szerint a PKA génexpressziot reguldld intracellularis hatasainak
kozvetitéséért elsésorban a CREB csaladba tartozo transzkripcios faktorok felelsek, ezért
kézenfekvének tiint a CREB ¢és a foszforilalt CREB (P-CREB) mennyiségének valtozasait
vizsgalni a kiilonboz6 kisérleti csoportokban. A H89-cel valé PKA gatlas hatasara csokkent a
kultarak lizdtumaban detektalhaté CREB mennyisége és csak nyomokban volt detektalhato P-
CREB. Ezzel szemben az OA-kezelt kultarakban enyhén emelkedett a CREB mennyisége,
mig a P-CREB szintje igen erdteljesen fokozodott mar az els6 OA-adas utan. Ismert, hogy a
CREB Ser-133 oldallancon torténd foszforilalasa fokozza a génexpressziot aktivalo hatasat.
fgy joggal juthatunk arra a kovetkeztetésre, hogy az OA-val tortént PP2A-gatlas — legalabbis
részben — a PKA-medialta és a CREB foszforilaltsagi szintjét megvaltoztatd jelatviteli 0t
modositasa révén fejtheti ki a porcdifferenciaciot fokozo hatasat.

Irodalmi adatok szerint a CREB foszforilacioja a BMP-2 és a cAMP indukalt
porcképz6dés soran egyarant bekdvetkezik. A CREB csalad tagjai sziikségesek az enkondralis
csontosodassal kialakulo csontok megfeleld fejlodéséhez is. A sejttipustdl és kisérleti
rendszertdl fliggben, a PP2A és a PP1 egyarant defoszforilalhatjdk a CREB-et, valamint a
PP2A magit a PKA katalitikus alegységét is defoszforilalja. Ilymddon az OA-kezeléssel a
CREB foszforilalt allapotat két uton is megnyujthatjuk, egyrészt az OA-gatolt PP2A nem
defoszforilalja a CREB-et, masrészt nem, vagy kisebb mértékben defoszforilalja a PKA
katalitikus alegységét, igy az eréGteljesebben katalizalja a CREB foszforilacidjat, ennek hatasa
pedig a porcdifferenciacio serkentése lehet.

A H89 ¢és az OA egyiittes adasat kovetéen a CREB és P-CREB szintje egyarant a
kontroll tenyészetekben detektalthoz kozeli értékeket mutatott, s egyidejlileg a kontrollhoz
képest 1ényegesen csokkent porcképzddést talaltunk. Ezért feltételezziik, hogy a H89 okozta
PKA-gatlas és/vagy az OA kivaltotta PP2A-inhibici6 maés transzkripcids faktorok
foszforilaciojat is modulalhatjak.

Az egyik ilyen transzkripcios faktor, amely még a PKA illetve a PP2A
szubsztratjaként szerepelhet a porcdifferenciacié soran, a SOX9. Irodalmi adatok alapjan
tudjuk, hogy a PKA foszforildlja a SOX9-et ¢és a foszforilalt transzkripcios faktor
hatékonyabban aktivalja a II. tipust kollagén és az aggrekan tengelyfehérje génjeinek az
expressziojat. Emellett az is ismert, hogy a csirke HD-kultirakban csokken a Sox9 gén
expresszioja a porcképzodés elorehaladtaval. Tovabbi kisérleteink soran tervezziik vizsgalni a
SOX9 foszforilacigjanak, valamint a Sox9 aktivitasanak a valtozasait OA és H89 hatasara.



5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran a két f6 celluldris foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatdz, a PP1 és a
PP2A, valamint a cAMP dependens protein kindz (PKA) szerepét vizsgaltuk az in vitro
porcdifferenciacio szabalyozasaban specifikus foszfataz €s kinaz inhibitorok alkalmazasaval.
Munkank eredményeit az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

1.

2.

3.

PN

10.

11.

Els6ként alkalmaztuk a foszfatdz inhibitor okadainsavat (OA) egy normal
differencialodo sejtkultiraban €s a porcképzddés fokozodasat tapasztaltuk.

A keletkezett porc morfoldgiai és biokémiai elemzésével bebizonyitottuk, hogy nem
tumoros burjanzast indukaltunk, hanem a normal porcdifferenciaciot fokozta az OA.
Kimutattuk, hogy a porcdifferencidcié soran a PP1 aktivitdsa kozel allandd és magas
értéken van, mig a PP2A aktivitasa a folyamat eldrehaladtaval parhuzamosan csokken.
Az OA-t nM koncentracioban adva, a PP2A aktivitads csokkenését lattuk, mig a PP1
aktivitasa nem valtozott. Az OA-t az enzimaktivitasi mérések soran alkalmazva, az nem
befolyasolta a PKA aktivitast.

Az OA fokozza a sejtproliferaciot.

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

A H89 jelentdsen csokkenti a sejtproliferaciot is.

A tenyészeteket OA-val kezelve emelkedik a PKA aktivitasa, igy arra kovetkeztetiink,
hogy a high density kultardkban zajlo porcdifferenciaci6 sordn a PP2A
defoszforilalhatja a PKA katalitikus alegységét.

A PKA katalitikus alegység expresszioja nem véltozik szamottevd mértékben sem OA,
sem H89 hatasara.

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

A HB89 csokkenti, az OA pedig fokozza a CREB foszforilacidjat, igy bizonyitottnak
latjuk, hogy az in vitro porcdifferencidcié soran a PKA és a PP2A részt vesznek a fenti
transzkripcids  faktor reverzibilis  foszforilacidjaban. Eredményeink  alapjan
feltételezziik, hogy a CREB egyike azon transzkripcidés faktoroknak, amelyek a
porcképzddést szabalyozzak.
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