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BEVEZETES

Az izomregenerdcio

A harantcsikolt izom egyik jellegzetes tulajdonsidga, hogy nagyfoku in
vivo és in vitro regeneracios képességgel rendelkezik, mely kozponti szerepet
jatszik a sériilést kovetd, valamint a posztnekrotikus izomujraépiilésben (pl.
1izomdystrophidk, myopathidk, myositisek). Az in vivo izomregeneracio kiindul6
forrdsa a szatellitasejtek. Fontos jellemzojiik, hogy specifikus ingerek hatdsara
mitotikusan osztddni kezdenek (myoblastok kialakuldsa), DNS tartalmuk beépiil
a mitdzisra mar képtelen izomsejtek magjaba, majd ezt kovetden (akar a sériilt
izomrosttal vald) fuzi6 és differencidlodds utdan tobbmagvi izomsejtekké
olvadnak 0Ossze. Az izomregenericid kivaléan modellezhetd in vitro human
vazizomsejtek tenyésztésével. Ennek sordn az izombiopszidkbdl izolélt
szatellitasejtek és myoblastok proliferdlnak, differencidlédnak és fuzionalnak,
majd sokmagvi myotube-okat hoznak létre. Az in vitro vizsgédlatok masik
lehetséges modja szekunder tenyészetek létrehozasa, melyek izomsejt eredetli
sejtvonalakbdl indithatoak, €s megfeleld koriilmények hatdsara a fentiekhez
hasonl¢ differencialédasi folyamat figyelheto meg benniik.

Az 1zomregenericié eseményei az alabbi folyamatsorral jellemezhetok: a
szatellitasejtek  aktivaciojat az  izomsériilés helyére  bevandorl6
polimorfonukledris leukocitdk és a szatellitasejtek kozotti sejt-sejt interakcid
(integrinek, adhéziés molekuldk) indithatja el. Ezzel parhuzamosan, az
izomrostok és a szatellitasejtek altal termelt mdj novekedési faktor fokozza a
sejtek proliferacigjat, valamint a sériilés helyére torténd migracigjat. Ezt
kovetOen az aktivalt szatellitasejtek tovabbi proliferaciojat, differencidlodasat és
fuzidjat szamos egyéb novekedési faktor €s citokin (pl. interleukinek) autokrin
¢és parakrin médon létrehozott kapcsolata szabalyozza.

A szatellitasejtek proliferacidjat €s differencidlodasat kiilonféle jelatviteli

utvonalakon keresztiil hatd izomspecifikus szabdlyozo faktorok is



befolydsolhatjdk. Ezen miogén regulacids faktorok aktivitdsat (melynek
fokozodasa izomspecifikus fehérjék termelddését inditja el) nagyban
befolyasolja foszforilacids allapotuk, mely a fent emlitett novekedési faktorok és

citokinek receptoraihoz kapcsolt jeltaviteli utvonalakon keresztiil médosulhat.

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

Az inzulinszeri ndvekedési faktor-I (IGF-I) az inzulinnal nagyfoku
szerkezeti homologiat mutaté névekedési faktor. Szamos szovetféleség mellett
megtalalhatd a hardntcsikolt izomszOvetben is, mint a szatellitasejtek terméke.
Kimutatték, hogy az IGF-I az izom mikodésének egyik esszencialis novekedési
faktora, hiszen jelenléte sziikséges az izom fejlddéséhez €s novekedéséhez. Az
IGF-I ugyanis fokozza a génexpressziot, a DNS és protein szintézist, kiilonféle
transzport-mechanizmusok  aktivitdsat, valamint a sejtek migréacidjat,
proliferaciojat €és  differencidlodasat. Bebizonyosodott emellett, hogy
1izomsériilések €s kiilonféle eredetli izomatrophidk utdn az izomsejtekben megnd
az IGF-I termel0dése, mely maga utdn vonta a myoblastok fokozott
proliferaciojat, fuzigjat €s differencialodasat. Ezen adatokat alatdmasztando
megallapitast nyert tovabba, hogy kiilonféle dystrophidban szenvedd betegek
rekombindns humdan IGF-I-gyel, valamint géntranszfer technikdkkal torténo
kezelése jelentSsen javitotta a beteg vdzizom metabolizmusat és funkciéjat. Ugy
tlinik tehat, hogy az IGF-I az izomregeneracié folyamatainak szabdlyozasiban is
kozponti szereppel bir.

Altaldnosan elfogadott, hogy az IGF-I mitogén hatdsit az egy
transzmembran doménnel rendelkezO, tirozin-kindz  aktivitassal bird
receptordhoz kapcsolédva fejti ki. Vazizomsejtek esetében ugyanakkor a
kiillonbozd jelatviteli utvonalak és kindzok részvétele az IGF-I celluléris
hatdsainak kifejlodésében erosen fajfiiggd jelenséget mutat. Kiilonb6zo
munkacsoportok szdmoltak be arr6l, hogy patkdny és egér vazizomsejt

tenyészetekben az IGF-I hatidsit részben a mitogén aktivalt protein kindz



(MAPK) utvonal, részben MAPK-fiiggetlen jeltaviteli mechanizmusok, igy
Akt/foszfatidilinozitol 3-kindz (PI3-K) és a protein kindz C (PKC) rendszerek
kozvetithetik.

A legkevesebb adattal a human vazizomsejtek IGF-I-medialt vdlaszait
illetden rendelkeziink. Habar (az eddig megjelent igen kis szdmu kozleményben)
kordbban bemutattdk, hogy az IGF-I human kulturdkban is fokozza a
miogenikus sejtek hypertrophidjat és fuzigjat (ezaltal a sejtek proliferacigjat és
differencidloddsat), a potencidlis terdpids felhaszndldshoz elengedhetetleniil

sziikséges cellularis hatismechanizmus pontos leirdsa hianyzik.

A protein kindz C izoenzimek

A PKC izoenzimcsaldd a szerin-threonin kindzok egyik jelentOs
képviseldje. A mai napig 11 kiilonb6zd PKC izoenzimet kiilonboztettek meg,
melyeket aktivaciés mechanizmusaik és szerkezeti sajitsdgaik alapjan 4
nagyobb csoportba sorolhatunk. A klasszikus csoportba (cPKC) a cPKCa, fI,
BII és a 7y izoenzimek tartoznak. Ezen izoformdk ko6zos jellemzéje, hogy
aktivalodasukhoz diacil-glicerolt (DAG) €és kalciumot igényelnek. A masodik
csoportba a kalcium-fiiggetlen, de DAG-fiiggd novel nPKC9d, €, n és a 6
izoenzimek tartoznak. A harmadik csoportba az atipusos izoenzimek sorolhatdk
(aPKC), azaz az aPKC({ és M. Jellemzdjiik, hogy aktivdléddsukhoz sem
kalciumot, sem phorbol-észtert nem igényelnek. A negyedik csoportot egyetlen
enzim a PKCp (4jabb nevén a PKD) alkotja, mely mind aktivéaciéjat, mind
strukturgjat tekintve rendhagy6 izoforménak tekinthetd.

A PKC enzimek az élettani szabalyoz6 folyamatok legszélesebb skaldjat
képesek befolyasolni. Alapvetd és kozponti szereppel birnak pl. a sejtek
proliferaciojanak ¢€s differencidloddsanak szabalyozasaban, az apoptdzis

folyamatsoraban, illetve meghatarozott sejttipusok daltal termelt medidtorok



(vazoaktiv  anyagok, noOvekedési faktorok, citokinek) szintézisének
szabélyozésaban.

Az ut6bbi idoben azonban egyre tobb bizonyiték szl amellett, hogy a PKC
izoenzimek nemcsak szerkezeti, aktivacios és megoszlasi heterogenitast
mutatnak, hanem reguldcidjuk és biologiai szerepiik is jelentOsen
kiilonboz(het)ik egymastol. Bebizonyosodott emellett az is, hogy egy adott
sejtvdlasz (kiillonos tekintettel a proliferacié és differencidlodés) kialakitdsaban a
kiillonbozo izoenzimek nemcsak eltéro aktivitassal vehetnek részt, de hatasuk

gyakran ellentétesnek adddik.

A PKC izoenzimek és a hardntcsikolt izom kapcsolata

A PKC rendszer szabalyozé szerepét vazizom esetén 1s leirtdk.
Bebizonyosodott, hogy a PKC aktivitisinak modositdsa forbol-észterekkel
fokozta az inzulinfiiggd gliikéz-transzportot, stimulédlta a D-vitamin indukdlta
kalciumfelvételt, valamint utdnozta a prosztanoidok hatdsit a myoblastok
fuzigjanak serkentésében. Az izoenzimek specifikus szerepére vonatkozdan
megallapitottdk tovabbd, hogy amig az nPKCO koponti szerepet jatszik az
inzulin vazizom-homeosztazist szabdlyoz6 folyamatainak kifejlodésében, addig
a cPKCa és nPKC9 izoformdk vesznek részt a tumor necrosis factor-o. inzulin-
szignalizaciot gatlé hatdsdban. Ezen tilmenden kimutattdk, hogy az nPKCo és
az aPKCC fokozza a gliikk6z-transzport mechanizmusok aktivitasat, valamint,
hogy az aPKCC és A izoformdk meghatdrozé szereppel birnak a fokozott
(izom)munkavégzés 4ltal beinditott metabolikus és génexpresszids vélaszok
szabdlyozasaban.

A PKC rendszer szerepet jatszik a hardntcsikolt izomsejtek
novekedésének szabalyozdsaban is. Patkdnybdl izoldlt primer vazizomsejt-
kultardkban specifikus PKC inhibitorral vagy a PKC aktivator forbol 12-

mirisztat 13-acetéttal (PMA) torténd kezelés nem véltoztatta meg lényegesen a



myogenikus differencidlodast. Ezzel szemben csirke vazizomsejteken a PMA
modositotta a  differencidlédasi marker expresszigjat, szelektiven és
reverzibilisen gatolta a differencidlodasi programot, blokkolta a DNS-szintézist,
valamint down-reguldlta a cPKCa-t. Ehhez részben hasonléan, normaél
tenyésztett human izomban kimutattdk, hogy a PMA dézisfiiggben gatolta a
vazizomsejtek proliferdciojat és fuzigjat, csokkentette az izomspecifikus
differencidloddsi marker dezmin expresszidjat, valamint meggitolta a
myogenesist a mar fuzionilt myotube-okban.

Meglehetosen szegényes, gyakran egymadsnak ellentmondd, valamint (a
fentieckhez hasonl6an) erOsen fajfiiggd jellegzetességeket mutaté adatokkal
rendelkeziink az egyes PKC izoformak specifikus szerepét illetben a
vazizomsejtek proliferacidjaban és differencidlédasaban. Legjobb tudomasunk
szerint az eddigi vizsgélatok csupdn azt dllapitottdk meg, hogy a cPKCa jelentOs
pozitiv  szabdlyozé szereppel bir csirke myoblastok proliferdciojanak
fokozédsaban. Emellett kimutattdk, hogy az nPKCO overexpresszidja fokozta
egér- €s human vazizomsejtek differencidlédasat, habar az izoforma egér
harantcsikolt izomsejtekben torténd overexpresszidja nem Erintette azok fuzids

készségét.

A hialinporc — a porcdifferencidcio legfontosabb lépései

A hialinporc kiilonb6z6 helyeken (iziileti csontfelszin, zsigeri porc) fordul
el0 a gerinces szervezetekben. Az 4lland6é porcok sejtjei a perikondrium belsd
rétegében taldlhaté kondrogenikus Ossejtekbdl potlodhatnak, mig a differencidlt
iziileti porc regenerdciora képtelen a perikondrium hidnya miatt. Embriondlis
korban a porcszovet mezenchimdlis szovetbol differencidlodik. A
kondrogenikus Ossejtek proliferacidja, porcsejt irdnyba elkotelezett sejtté
alakuldsa, a porcsejt-fenotipus elnyerése és a porcszovet kialakitdsa egyardnt
fligg genomidlis faktoroktdl (,,master” gének, lasd aldbb), lokalis

mikrokornyezeti tényezOktdl (autokrin €s parakrin novekedési faktorok és



citokinek, extracellularis matrix és sejtadhéziés molekuldk), valamint a
differencialod6é sejtek felszini receptorainak (integrinek, citokinreceptorok)
forrasbdl szarmazd faktor (hormonok, lokalisan termelt citokinek stb.)
szabdlyozhatja. A porcdifferencidcié folyamatanak kisérleti modellezésére
kivaldban alkalmas a csirkeembriok végtagtelepeibol eldallitott primer,
porcosodd high density (HD) sejtkultura.

Mind az in vivo, mind az in vitro porcdifferencidlodas fontos kezdeti
1épése a kondrogenikus sejtek kisebb sejtcsoportokba valé kondenzicidja. A
korai sejt—sejt kapcsolatok a kondrogenikus sejtek felszinén megjelend adhézios
molekuldk révén valosulnak meg, ugyanakkor a szomszédos sejtek kozott
szamos gap junction is megjelenik. Emellett a differencidlodo sejteket koriilvevo
extracellularis métrix (ECM) is jelentOs atalakulasokon megy keresztiil, mely
egyedi Osszetételi ECM nagy fontossaggal bir a porcsejtek végleges

fenotipusanak kialakitasdban és fenntartasdban.

A kondrogenezis szabdlyozdsa — a PKC rendszer lehetséges szerepe

A porcdifferenciacié6 folyamatanak egyik kozponti ,,master” génje a
transzkripcids faktor Sox9. A differencidlodas szabalyozasdban ugyancsak
kiemelkedd szerepet tulajdonitanak annak, hogy a sejtek jelentés mennyiségii
prostagladin-E,-t termelnek, ami az intracellularis cAMP szintjének
emelkedéséhez, majd a cAMP fliggd protein kindz A (PKA) aktivaldédasa vezet.
Megiéllapitottdk, hogy a porcdifferencidcié sorain a PKA cAMP és BMP-2
hatdsdra egyarant aktivdlodik. Bebizonyosodott az is, hogy a kondrogenikus
sejtekben a PKA foszforildlja a Sox9-et, s ezzel aktivdlja a ECM-ot kialakito II.
tipusu kollagén €s az aggrekdn kozponti fehérjéjének a génjét. A PKA madsik
lehetséges target molekuldja a ,,cAMP responsive element binding protein”
(CREB). Megillapitottdk, hogy a CREB-csaldd transzkripcids faktorainak

foszforilacigja mind cAMP, mind az egyik legfontosabb szabalyozo



citokincsalad, a transforming growth factor (TGF) csoport (pl. bone
morphogenetic proteinek) mezenchimdlis kondenzaciot eldsegitd hatdsara
fokozodik.

Kideriilt ugyanakkor az is, hogy kondrocitidkban a CREB a PKC-rendszer
jelatviteli dtvonalainak eredményeképpen is foszforilalodhat, mely felvetette a
PKC-kapcsolt szignalizdci6 esetleges szerepét a porcdifferencidlodas
szabdlyozdsiban. Kezdetben azt gondoltdk, hogy a PKC gitolja a
porcdifferenciiciot, hisz a staurosporin (mint PKC inhibitor) fokozta a
kondrogenezist; késobb azonban kideriilt, hogy a staurosporin egyéb hatdsainak
kovetkeztében fokozodott a porcdifferenciacio. Megallapitottdk ugyanakkor azt
1s, hogy a PKC-aktivitas altalanos gatlasa a porcdifferencidcié csokkenéséhez
vezet. FErdekes megfigyelés volt ugyanakkor, hogy a MAPK Erk-1
foszforilaltsiga a PKC-aktivitds gatldsaval parhuzamosan emelkedett, mely
felvetette, hogy a PKC gatldsa az Erk-1 aktivalodasan keresztiil géatolhatja a
porcdifferencidciét. Mindezen kisszdmu irodalmi adat —habar egyértelmiien
aldtamasztotta a PKC rendszer porcdifferencidlédasban betoltott szerepének
fontossagat —nem adott egyértelmii valaszt a PKC-fiiggd folyamatok
részleteir0l. Szinte teljes mértékben hidnyzik emellett az egyes PKC izoenzimek

specifikus szerepének leirdsa a kondrogenezis folyamataiban.



CELKITUZESEK

Kisérleteink sordn az aldbbi célkitlizések kisérletes megvaldsitasat

hajtottuk végre:

1.

El6szOr az IGF-I hatasat kivantuk jellemezni primer human vazizomsejtek
in vitro novekedésére, fizidjara €s differencialodasara.
Ezt kovetden vizsgiltuk az IGF-I cellularis hatdsanak kifejlodésében

(potencidlisan) résztvevd jelatviteli titvonalak szerepét.

. Kisérleteinket elvégeztiik az egér C2C12 myoblast sejtvonalon is, ahol

kisérletes technikdinkat farmakologiai (szelektiv és specifikus PKC
gatloszerek) €s  molekuldris  bioldgiai  modszerekkel — kiegészitve
tanulmdanyoztuk a szignaliz4cios utvonalakat. Ezen utébbiak sordn bizonyos
PKC izoformdkat stabilan overexpesszdld6 C2C12 myoblastokat
készitettiink, majd ezen sejteken elemeztiik az in vitro proliferaciod, fuzio6 és
differencidlodds folyamatait, valamint a morfoldgiai jellegzetességeket.

In vivo kisérleteinkben a rekombindans modszerekkel megvaltoztatott PKC
overexpresszor C2C12 sejteket immunhidnyos egerekbe injektaltuk, majd a
kifejlddott daganatokat elemezve vizsgaltuk a PKC izoenzimek szerepét a

tumorgenezis folyamatainak szabalyozdsaban.

. Kisérleteink utolsé részében csirkeembriokbdl izoldlt primer high density

(HD) porckulturdkban vizsgdltuk a PKC izoformdk szerepét az in vitro
porcdifferencidlodds  szabdlyozdsdban.  El0szor  feltérképeztik a
porckulturdk PKC izoenzimmintdzatit, valamint nyomonkovettik a
porcdifferencidlddas sordn expresszidjukban bekovetkezd véltozdsokat.

Vizsgdlni kivantuk emellett a PKC izoenzimek, kiilonos tekintettel a PKCu
enzimaktivitisdban  bekovetkezd  valtozdsokat a  differencidlodas
elorehaladtaval. Végiil a PKCu inhibitor rezveratrol jelenlétében

tanulmanyoztuk a porcképzddés folyamatat.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A humin vazizomsejtek tenyésztése sordn az ortopédsebészeti
beavatkozasokbdl szarmazd izommintakat kombinalt enzimatikus emésztésnek
vetettiik ald, majd a sejtszuszpenziét magneses szepardlds segitségével
fibroblaszt-mentesitettiilk. Ezt kovetden a tisztitott szatellitasejteket 5% fotalis
borjusavot (FCS) és 5% 16szérumot (HS), valamint antibiotikumokat tartalmazo,
a sejtek proliferaciojat el0segitd Ham F-12 tipoldatban tenyészettiik termosztalt
(37°C, 5% CO, tartalom) koriilmények kozott. A 3. napon a médiumot
Dulbecco altal moédositott tdpoldatra (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;
DMEM) cseréltiik le, amely alacsony, 2% FCS és 2% HS tartalméanél fogva a
myoblastok fuzidjat és differencidloddsat segitette elo.

Az egér rhabdomyomabdl izoldlt C2C12 sejtvonalat 37 °C-on, 5% CO,-
tartalmu atmoszféraban, 15% FCS-sel €s antibiotikumokkal kiegészitett DMEM
tapoldatban tenyésztettiik.

A HD mezenchimdlis porckultirdkat a Hamburger-Hamilton szerinti 22-
24-es fejlettségi stidiumban 1€vo csirkeembridk (Ross és Hybro fajtdk) distélis
végtagtelepeibOl izolaltuk, majd a sejteket kiegészitett (10% FCS,
antibiotikumok) Ham F-12 tapoldatban tenyésztettiik.

A sejtproliferdcio vizsgdlata

A humin szatellitasejt-kultirdk proliferacigjat a morfologiai jegyek,
valamint novekedési gorbék (a sejtmagok naponkénti szamoldsaval; 5
latétér/edény) segitségével hataroztuk meg.

Kontroll, valamint a kiilonféle PKC izoformékat kifejez6 C2CI12
myoblastok  novekedésének  vizsgalatdhoz  brom-deoxi-uridint (BrDU)
felhaszndld kolorimetrids assay-t végeztink. A moddszer lényege, hogy a

timidin-anal6g BrDU a proliferdl6 sejtek DNS-ébe €piil be, melynek mért€ke a
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BrdU ellen termeltetett antitest Fab-fragmentjéhez kapcsolt peroxiddz enzim,
valamint tetra-metil-benzidin  szubsztrat alkalmazdsdval kolorimetridsan
mérhetd. A PKC overexpresszorok esetében emellett meghataroztuk a sejtek
kett6zodési 1dejét, valamint a kultirdk maximalis sejtdenzitasat. A kett6zodési
1dOk kiszamitdsahoz a kovetkez0 egyenletet hasznaltuk: T = D/log,(N/Nj), ahol T
a kett6z6dési 1id0, D a tenyésztési napok szdma, N és Nj a sejtek szdma a
kisérletek végén és az elején.

Porcosodé sejtkultirdk proliferdciés aktivitdsat a radioaktiv “H-timidin

beépiilésének meghatarozasaval mértiik.

PKC vektorok

A PKC vektorokat a kordbban leirtak szerint allitottuk eld, melynek soran
a PKCa, B, 9 és ¢€; a kinaz negativ PKCo (DN-PKC9d); valamint az iires vektor
cDNS szekvenciait egy metallothionein promoter-vezérelt eukaridta expresszids
vektorba (MTH) klénoztdk. A vektor szekvencidja a C-termindlison a PKCe 12
aminosavbdl 4llo, specifikus szekvencidjat kodold szakaszat (e-tag) is
tartalmazza, melynek fehérjeterméke fuzids proteinként minden egyes
rekombindns (azaz a C2C12 sejtekben overexpresszilt) PKC izoenzim végéhez

hozzékapcsolodik.

Rekombindns PKC overexpresszdalo C2C12 sejtek készitése

A C2C12 sejteket az iires peMTH vektorral (kontroll sejtek esetében),
illetve a PKCa, B, 9, €, illetve a DN-PKCS c¢DNS-ét tartalmazé vektorok
egyikével transzfektiltuk, Superfect anionos detergens felhaszndldsaval. A
transzfektdlt sejteket ezutidn 825 pg/ml G418 antibiotikummal (geneticin)
kiegészitett DMEM oldatban 12-18 napig szelektdltuk, egyedi kolonidkat
(kl6nok) izolaltunk, majd a klénokat 550 pg/ml G418-tartalmi DMEM oldatban
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tenyésztettilk folyamatosan. Ezt kovetden Western blot és kindz assay

segitségével ellendriztiik a stabil transzfekcid és overexpresszid hatékonysagat.

Western (immuno)blot

A tenyésztett sejteket hideg lizis-pufferben homogenizéltuk, ultrahangos
szonikdloval feltarast végeztiink, majd meghataroztuk a mintdk proteintartalmat.
Ezutan SDS poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) kovetden a
szétvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferdltuk, majd megfeleld
elsddleges €s masodlagos antitesttek felhasznaldsdval immunfestést végeztiink.
Az immunjelek rogzitése minden esetben kemilumineszcens kit, a detektélds
pedig fényérzékeny film (Fujifilm) vagy LAS 3000-es darkbox segitségével
valosult meg. Az expresszid kvantitativ meghatdrozasat denzitométer, valamint

megfelelO szoftver segitségével hajtottuk végre.

A PKC-specifikus enzimaktivitas mérése (kindz assay)

A transzfektalt C2C12 sejtek PKC aktivitdsanak megallapitdsa sordn a
sejteket lizis-pufferben homogenizaltuk, majd a sejtlizatumok kindz-aktivitasat
hiszton III és simaizom miozin konnyli-lanc 20 (MLC20) szubsztratok
segitségével vizsgaltuk. Az aktivitist a radioaktiv y-"P-ATP beépiilésének
mérésével hataroztuk meg

A PKC aktivitdst porcsejteken a fent leirt moddszer segitségével
vizsgéltuk. A PKCu enzimaktivitds mérése a fentiektdl annyiban tért el, hogy
ebben az esetben a hiszton III szubsztrit helyett a PKCu specifikus

szubsztratjanak tekinthetd syntide-2-be torténd *°P beépiilését hatdroztuk meg.

Immuncitokémia és konfokdlis mikroszkopia
A PKC izoenzimek IGF-I hatdsdra bekovetkezd esetleges szubcelluldris
lokalizaci6 valtozdsait (mint aktivacidjuk jelét) immunfestést kovetd konfokalis

mikroszkdp technikaval vizsgéltuk. A sejttenyészeteket acetonnal fixaltuk, majd
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blokkol6 oldattal torténd kezelést kovetden az adott PKC ellenes antitesttel
inkubdltuk. Ezt kovetden fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt
antitesttel torténo jelolést hajtottunk végre, majd a mintakat DAPI-t tartalmazo
feddanyaggal fedtiik, végiil a sejtekrol konfokdlis mikroszkoppal felvételeket

készitettiink.

A porcsejtek metakromadzids festése és fénymikroszkopos vizsgadlata

A HD-kulturdkat 40% formaldehid és abszolut alkohol 4:1 aranyu
keverékével fixdltuk, majd a sejteket dimetil-metilénkék (DMMK) 3%
ecetsavban oldott 0,1%-os oldataval festettik. Az alacsony pH-n torténd
DMMK-festést kovetden a porcmatrix magas proteoglikdn tartalmindl fogva
erds, vords metakromatikus szinben latszik, mig az ortokromatikus kék festodés

elhanyagolhat6 ezen koriilmények kozott.

A tumorgenezis vizsgdlata SCID egerekben

A kiilénbozé PKC izoformékat overexpresszalé C2C12 sejteket 1-2x10°
€16 sejt/200 ul denzitdsban immunhidnyos (Severe Cobined ImmunoDeficiency,
SCID) egerekbe intradermdlisan injektaltuk, majd az egereket 30 napig
megfigyelés alatt tartottuk. Az 4llatokat végiil eutaniziltuk és vizsgaltuk a
kialakult tumorok atlagos hdromdimenziés méreteit, valamint hisztologiai

jellegzetességeit (minden csoportban 3-5 dllattal).

Hisztologia és immunohisztokémia

A kialakult tumorok hisztoldgiai paramétereit, valamint a sejtosztodasok
szamat formalin-fixalt, paraffinba &4gyazott hematoxilin-eozin (HE)-festett
metszeteken hataroztuk meg. A proliferdlo sejtek szdmanak meghatarozasihoz a
metszeteken a proliferdcios (nuklearis) marker Ki-67-elleni, streptavidin-biotin-

komplex (SABC) alapt immunhisztokémiai eljarast alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

Primer humdn vdzizomsejteken az IGF-1 hatdsdt az nPKCS kozvetiti,
ugyanakkor a MAPK és PI3-K iutvonal nem vesz részt a celluldris hatds
kifejlodésében

Kisérleteink els0 részében IGF-I hatdsanak kialakulasiaban résztvevo
jelatviteli utvonalakat vizsgédltuk human véazizomsejteken. Megallapitottuk, hogy
az IGF-1 dozis- és 1dofliggden fokozta a sejtek novekedését. Kimutattuk
tovabba, hogy az IGF-I emellett megndvelte az 5. nap kornyékén megindul6
fuzios aktivitist €s az izomspecifikus differencidléddsi marker dezmin
kifejez0dését. Mindezen adataink arra utaltak, hogy az IGF-I doézisfiiggden
fokozta mind a korai (proliferdci6), mind a késoi (fuzié €s dezmin expresszio)
regeneracios eseményeket human tenyésztett vazizomsejt kultirdkban.

Bebizonyosodott emellett, hogy a MAPK és PI3-K tvonalak gatlasa nem
befolydsolta az IGF-I altal kifejtett proliferaciét és differencidlodast fokozo
hat4st. Kimutattuk azt is, hogy az IGF-I nem valtoztatta meg a MAPK Erk-1/2
foszforiléltsagi dllapotat (mint a potencidlis aktivécio jelét). Ezzel ellentétben a
PKC rendszer éltalanos inhibitora, a GF109203X jelentdsen lecsokkentette a
sejtproliferaciot €s a differencidlodasi marker expresszidjat. Mindezen
eredményeink azt sugalltdk, hogy human primer vézizomsejtekben nem a
MAPK Erk-1/2 és PI3-K utvonalak vesznek részt at IGF-I celluléris hatasanak
kifejlddésében, hanem a PKC rendszer valamely tagja(i).

Ezen feltevést vizsgalva megallapitottuk, hogy a humdn vazizomsejtekben
kifejez6dd cPKC izoenzimek (cPKCa €s 7) szelektiv inhibitora, a G66976 nem
befolydsolta az IGF-I hatdsat. Kimutattuk ugyanakkor, hogy az nPKCd
specifikus inhibitora, a Rottlerin mar igen alacsony koncentracidoban (mely do6zis
onmagaban nem modositotta a sejtek novekedését €s differencidlodasat) teljes

mértékben felfiiggesztette az IGF-I hatdsat. Végezetiil bebizonyosodott, hogy
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IGF-I hatasara az nPKCO a citoplazmab6l a magmembranba és a magba
transzlokalddott (mely jelenség az izoforma aktivacidjat jelzi), mig a tobbi PKC
izoenzim szubcelluldris lokalizdci6ja nem valtozott. Ezen eredményeink az
nPKCd kozponti és kizarélagos szerepére utalnak az IGF-I dltal kifejtett

celluléris hatasok kialakitdsaban human véazizomsejteken.

C2C12 myoblastokon az nPKC d mellett a MAPK tiitvonal is szerepet jdtszik az
IGF-I celluldris hatdsainak kozvetitésében

A kovetkezo 1€pésekben a fenti kisérleteket egér C2C12 myoblastokon is
megismételtilk, mely sejtvonal szdmos tulajdonsdgat tekintve a human
tenyésztett vazizomsejtek jo modelljeként alkalmazhat6. Kimutattuk, hogy az
IGF-I C2C12 sejteken is fokozta a sejtek novekedését, a fuzids aktivitast,
valamint az izomspecifikus differencidlodasi marker dezmin expressziojat.
Megiéllapitottuk tovabbd, hogy —ugyancsak hasonléan a humdn izomsejteken
mértekhez —az IGF-I hatasat a GF109203X (a PKC rendszer A4ltaldnos
inhibitora) teljes mértékben felfiiggesztette, mig a PI3-K ttvonal gitldsa nem
volt hatdssal a fenti folyamatokra. A human vazizomsejteken tapasztaltakkal
ellentétben ugyanakkor bebizonyosodott, hogy a MAPK Erk-1/2 inhibitor
PD098059 szignifikans modon, de nem teljes mért€kben (30-40%), kivédte az
IGF-I hatdsat. Megéllapitottuk tovabba, hogy az IGF-I fokozta a MAPK Erk-1/2
aktivaciojat jelzo foszforilaciot. Ezen eredményeink arra utaltak, hogy C2C12
sejteken az IGF-I hatdsdnak kifejlodésében a PKC rendszer mellett a MAPK
jelatviteli utvonalnak is szerepe lehet.

A két rendszer pontos részvételének tisztazdsahoz ezt kovetOen azt
elemeztiik, hogy az IGF-I dltal kifejtett hatdsok kozvetitésében mely PKC
izoenzim(ek) jatszhat(nak) szerepet. Kimutattuk, hogy a C2C12 myoblastokban
6 PKC izoforma expresszalodik: a cPKCa és B, az nPKCd, 1 és 6, valamint az

aPKCC. Megallapitottuk tovabbd, hogy az nPKCd szelektiv gdldszere, a
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Rottlerin—a  humdn  vazizomsejtekhez  hasonldan — teljes ~ mértékben
felfiiggesztette az IGF-I mitogén hatdsat, mig a cPKC izoenzimek (jelen esetben
a cPKCa és P) inhibitora nem befolydsolta a novekedési faktor hatdsat.
Bebizonyosodott emellett, hogy az IGF-I jelentds mértékben és szelektiv médon
megnivelte az nPKCS tirozin-foszforilacidjanak mértékét (mely az enzim
aktivalodasanak jeleként értelmezhetd).

Ezek az adatok azt a feltételezésiinket erdsitették meg, hogy az nPKCd
kozponti  szerepet jatszhat az IGF-I altal kivaltott sejtfolyamatok
szabalyozdsaban C2C12 myoblastokon is. Ennek tovdbbi bizonyitdsara olyan
C2C12 kulturdkat hoztunk létre, melyek stabilan overexpresszdljak a
konstitutiven aktiv nPKCd-t, illetve annak kindz (dominans) negativ mutans
(DN-PKC0) formajat. Ezen sejteken megallapitottuk, hogy az nPKCd-t kifejez6
myoblastok proliferacidja Iényegesen fokozodott. Kimutattuk azt is, hogy az
nPKCd overexpresszor sejtek novekedése teljes mértékben megegyezett az IGF-
I-gyel kezelt kontroll C2C12 sejtek ndvekedésével. Bebizonyosodott tovabba,
hogy IGF-I alkalmazasidval az nPKCO overexpresszorok jelentés mértékben
megnovekedett sejtproliferacidja tovidbb mar nem volt fokozhatd, azaz a
konstitutiven aktiv nPKCd kifejez6dése mintegy ,,utdnozta” az IGF-I mitogén
hatdsat. Megallapitottuk emellett, hogy a DN-nPKC0 overexpresszidja dramaian
lecsOkkentette a sejtek proliferacidjat. Mivel ezen sejtek novekedése IGF-I
jelenlétében sem fokozodott, eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy az
IGF-I cellularis hatasainak kifejlodéséhez C2C12 izomsejtekben (is)

elengedhetetleniil sziikséges az nPKCJ aktiv jelenléte.

C2CI12 myoblastokon az IGF-I celluldris hatdsdanak megjelenésében az
nPKCda MAPK iitvonal ,,upstream” reguldtoraként viselkedik

Azon fent bemutatott eredményeink, hogy C2C12 sejteken (1) az nPKCd
az IGF-I-kapcsolt jelatvitel kozponti molekuldja; (2) az nPKCd specifikus
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gatloszere teljes mértékben felfiiggesztette, mig a MAPK ttvonal inhibitora csak
részben gétolta meg az IGF-I proliferaciot fokozo hatédsat; azt sugalltdk, hogy az
nPKCd és a MAPK dltal befolydsolt jelatviteli utvonalak kozott esetleges
kapcsolat taldlhatd. Ezt a hipotézist alatdmasztand6 el6szor kimutattuk, hogy a
specifikus nPKC9 inhibitor Rottlerin jelentés mértékben csokkentette az IGF-I
Erk-1/2 foszforilaciét noveld hatasat. Megallapitottuk tovabba, hogy az nPKCo
overexpresszor sejtek jelentdsen fokozddott proliferdcidja részlegesen (mintegy
35-40%-kal), de statisztikailag szignifikdns mértékben gatolhaté volt a MAPK
inhibitor PD098059  alkalmazisdval. [Ezen adataink megerdsitették
feltevésiinket, hogy C2C12 myoblastokon az nPKCd és a MAPK Erk-1/2
szignalizacios utvonalak kapcsolatban vannak. Eredményeink emellett
ramutatnak azon uj felfedezésre is, miszerint C2C12 myoblastokon az IGF-I
hatdsanak kifejlodésében az nPKCo a MAPK ttvonal ,,upstream” regulatoraként
viselkedik (azaz megeldz0 aktivacidja sziikséges a MAPK rendszer

aktivaciojahoz).

Kiilonbozo PKC izoformdk eltéré modon szabdlyozzak C2CI12 myoblastok
proliferdciojdt és a differencidloddsi marker dezmin expressziojdt

Kovetkezd kisérletsorozatunkban szdmos egyéb PKC izoenzim (cPKCao
és B, valamint nPKCe) rekombinans stabil overexpresszidjat is végrehajtottuk,
majd vizsgéltuk az overexpresszor sejtek novekedésében megfigyelhetd
esetleges moddosuldsokat. Kimutattuk, hogy a kiilonféle PKC izoenzimek
overexpresszigja eltér6 modon valtoztatta meg a sejtek novekedését. A cPKCa
és [ izoenzimek overexpresszidja jelentdsen lecsokkentette a C2CI12
myoblastok proliferacigjat, mig a novel nPKCe jelenléte nem okozott
szignifikdns valtozdst a sejtek novekedésében. Ezzel ellentétben az nPKCd
overexpresszidja (mint azt fent bemutattuk) drdmaian fokozta a sejtek

proliferaciojat a kontroll sejtekhez viszonyitva. Megallapitottuk tovabba, hogy a
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hipoproliferativ ¢cPKCo és [ overexpresszor sejtekben a differencidlodasi
marker dezmin szintje jelentdsen fokozodott, mig ezzel ellentétben, a
hiperproliferativ nPKCd overexpresszor myoblastok dezmin expresszidja
jelentosen lecsokkent a kontroll C2C12 sejtekben mértekhez képest (az nPKCe
paraméterei ismételten nem valtoztak a kontrollhoz képest).

Kimutattuk emellett, hogy a cPKC izoformdk (C2C12 sejtek esetében
cPKCa és P) gatloszere dozisfiiggd modon fokozta kontroll C2C12 sejtek
proliferacidjat. Ezzel ellentétben, az nPKCd gétldszere, a Rottlerin dozisfiiggden
gétolta ezen sejtek novekedését. Ezen tilmenben bebizonyosodott, a DN-nPKCd
overexpresszidja dramai modon elnyujtotta a sejtek kettdzddési idejét. Mindezen
adatok arra utaltak, hogy a cPKCa és B negativ, mig az nPKC9 pozitiv szerepet

tolt be C2C12 myoblastok proliferacidjanak szabdlyozaséaban.

A PKC izoenzimek overexpresszidja kiilonbozé tumorokat indukdl SCID
egerekben

Végezetiil megvizsgaltuk a kiillonb6z6 PKC izoformakat (valamint a
mutians DN-nPKCd-t) overexpresszalé C2C12 sejtek tumorindukalé képességét
€s in vivo novekedését is. A kiilonbozd C2CI12 sejtek szuszpenzidjat SCID
egerekbe injektdltuk, majd harminc nap elteltével meghataroztuk a kialakult
tumorok jellemzdit. Szovettani metszeteket vizsgalva kimutattuk, hogy kontroll
C2C12 sejtek kis méretl, a széleken expanziv novekedésii, centrdlisan rhabdoid
differencialédas jeleit mutaté tumort hoztak létre. A cPKCa, B vagy nPKCe
izoformdkat overexpresszald sejtek injektdlasa, a kontrollhoz képest, altaldban
hasonl6 szovettani jellegzetességgel bird daganatok kialakuldsat eredményezte.
Azaz, az igy kifejlodott tumorok megtartottdk expanziv (nem infiltrativ,
benignus) novekedésiiket, mig szovettanilag a periférids proliferacié €és a
centrédlis rhabdoid differencialédas jegyeit mutattidk. Ezen tdlmenden csak kis

valtozdsokat tapasztaltunk a tumorok (kontrollhoz viszonyitott) atlagos
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méretében, az 0sztddd sejtek szdmdaban, valamint a Ki67+ (azaz proliferalo)
sejtek szdzalékos ardnyaban (talan egyediili kiilonbségként az volt elmondhato,
hogy a cPKCa és B overexpresszor sejtek daltal indukalt tumorokban ezen
értékek alacsonyabbnak adddtak).

A fentiektdl teljesen eltéré eredményeket kaptunk ugyanakkor az nPKCd
esetében. Ezen izoformat kifejezd sejtek extrém, nagy méretll, gyakran
kifekélyesedd €s vérzd, valamint (szamos esetben) a kisérleti dllat (a vizsgalati
peridduson beliili) jelentds sulyvesztését és halalat eredményezd tumorok
kifejlodését eredményezt€ék. SzoOvettanilag ezen tumorok igen magas
sejtosztodasi rataval, a rhabdoid differencidlodés teljes hidnydval, valamint
infiltrativ (azaz malignus) noévekedési tulajdonsdgokkal voltak jellemzhetoOk,
mely a kisérleti allat szubkutin szoveteinek feldarabol6dasdhoz és
roncsolddasiahoz vezetett. Mindezek alapjan az nPKCO overexpresszor C2C12
myoblastok &ltal indukdlt tumorok malignus rhabdomyosarcomdknak voltak
diagnosztizalhatok. Fontos megfigyelésnek adédott emellett, hogy a DN-nPKCd
overexpresszor C2C12 myoblastok SCID egerekbe torténd intradermalis
injektdlasa nem okozott tumorokat a kisérleti 4llatokban. A fentiek
figyelembevételével ez tovabb erésiti azon feltevésiinket, hogy az nPKCd
kozponti szerepet jatszik a C2C12 vazizomsejtek in vivo proliferacidjanak,

valamint malignus transzformécidjdnak serkentésében €s kialakitasédban.

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

Fent bemutatott, kiilonféle harantcsikolt izomsejteken elvégzett
kisérleteinkkel parhuzamosan megkezdtiik csirkeembriok distalis
végtagtelepeib0l inditott HD  porcsejt-tenyészetek PKC  rendszerének
tanulmanyozdasat. Bebizonyosodott, hogy a sejtek 5 PKC izoformat (cPKCa;
nPKCe; aPKCA és (; PKCu) expresszdlnak. Kimutattuk tovdbbd, hogy az in
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vitro porcdifferenciicio soran a jelenlévo PKC izoformdak szintje eltér6 médon
valtozott. Azaz, a cPKCa, nPKCe és aPKCA izoenzimek expresszidja
fokozatosan csokkent, mig a PKCp kifejezddése folyamatosan nott a tenyésztés
elérehaladtdval (az aPKC{ izoenzim mennyisége kozel dllandé maradt).
Megiéllapitottuk emellett, hogy a teljes (azaz az Osszes jelenlévd izoformat
magaban foglalo) PKC enzimaktivitas kis mértékben, de szignifikins mddon
csokkent a tenyésztés eldrehaladtival. Ezzel ellentétben kimutattuk, hogy a
PKCpu izoforma-specifikus aktivitdsa eroteljesen fokozodott a differencidlt
kultardkban.

Mindezen adataink arra utaltak, hogy a cPKCa és nPKCe izoformék a
porcdifferencidci6o korai, mig a PKCu a folyamat késOi fazisdban birhat
szabalyozo6 szereppel. Ezen utdbbi feltevésiinket vizsgalva kimutattuk, a PKCu
gatloszer rezveratrol jelentésen megvaltoztatta a metakromizidval megfestett
kultirdk morfoldgiai jellegzetességeit; azaz hatdsara csokkent ugyan a
differencidlod6 teriiletek Osszesitett mérete (azaz az anyag gétolta a
porcdifferenciiciot), de a szer hatardsa nagyobb porccsomodk alakultak ki.
Megiéllapitottuk végiil, hogy a rezveratrol doézisfiiggben csokkentette a
porcosodd kulturdk novekedési litemét. Mindezen adataink tovabb erdsitették
azon feltevésiinket, hogy a PKCu kozponti szerepet jatszik a porcosodo
mezenchimalis sejtkulturdk proliferacigjanak és differencidlédasanak pozitiv

szabélyozésaban.
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MEGBESZELES

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

Kisérleteink elsé 1épésében humén vazizomsejteken vizsgaltuk az IGF-I
hatdsat a sejtek in vitro prolifericidjara €s differencidlodédsara, valamint
elemeztiik kiilonféle jelatviteli utvonalak részvételét a novekedési hormon éltal
kozvetitett sejtfolyamatok szabalyozasaban. J6 Osszhangban kordbban kozolt
adatokkal megallapitottuk, hogy az IGF-I dézisfiiggd moédon fokozta a human
vazizomsejtek proliferaciojat, fuzidjat valamint a differencialédasi marker
expresszidjat. Az irodalomban ugyanakkor elséként szamoltunk be arrdl, hogy
ezen sejteken az IGF-I cellularis hatdsainak kifejlddésében az nPKCd kozponti
és kizardlagos szereppel bir. Ezen megallapitdsunkat a kovetkezd
bizonyitékokkal tdmaszthattuk ald: (1) az IGF-I sejtndvekedést és
differencidlodast fokozdé hatdsat teljes mértékben felfiiggesztette az nPKCO
specifikus inhibitora, ugyanakkor mas inhibitorok, igy a klasszikus cPKCa €s vy
izoenzimek, a MAPK, illetve a PI3-K utvonalak gétlészere nem befolyasolta azt;
(2) az IGF-I nem aktivélta a MAPK Erk-1/2-t; (3) az IGF-I kizar6lag az nPKCd

1zoenzimet transzlokalta, amely az izoenzim aktivicidjanak elfogadott jele.

C2C12 myoblastokon az IGF-I hatdsainak kifejlodésében az nPKC S mellett a
MAPK iitvonal nPKC &-fiiggd résztvétele is sziikséges

C2C12 myoblastokon az IGF-I celluldris hatdsmechanizmusédnak
megismerését célzo vizsgélataink ugyanakkor hasonld, de korantsem azonos
eredményekre vezettek. Kimutattuk, hogy (1) az IGF-I mitogén hatéasat teljes
mértékben felfiiggesztette az nPKCO szelektiv inhibitora, ugyanakkor a cPKC
izoenzimek, illetve a PI3-K tutvonalak géatloszerei nem befolyasoltak azt; (2) az

IGF-I szeletiven fokozta az nPKCJ (aktivaciot jelz6) tirozin-foszforilaciéjat; (3)
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az nPKCJ konstitutive aktiv formajanak rekombindns overexpresszidja jelentOs
mértékben megnovelte a sejtproliferacids ratat, valamint mintegy ,,utdnozta” az
IGF-I proliferaciét fokozé hatasat; (4) az nPKCO kinaz negativ formdjanak
overexpresszidja meggitolta a C2C12 sejtek proliferacigjat és teljes mértékben
kivédte az IGF-I celluldris hatdsainak kifejlodését. Ezen eredmények
egyértelmiien alatdmasztottdk azon feltevésiinket, hogy — hasonléan a human
vazizomsejteken mértekhez —az nPKCO kozponti szerepet jatszik az IGF-I-
specifikus valaszok kialakuldsdban C2C12 myoblastokon is.

Azt 1s megallapitottuk ugyanakkor, hogy C2C12 izomsejteken a MAPK
utvonal is szerepet jatszik az IGF-I hatdsainak kozvetit€sében. Bebizonyosodott
ugyanis, hogy a MAPK utvonal specifikus inhibitora részlegesen meggatolta az
IGF-I sejtfolyamatokat fokoz6 hatdsait, valamint, hogy az IGF-I fokozta a
MAPK Erk-1/2 aktivitdsfiiggé foszforildciéjat is. Erdekes volt megfigyelniink
tovdbba, hogy (1) az nPKCd szelektiv gatlasa teljes mértékben, mig a MAPK
Erk-1/2 inhibitor csak részben filiggesztette fel az IGF-I mitogén hatésait; (2) az
nPKC3J inhibitor Rottlerin hatékonyan gatolta az IGF-I altal kivaltott MAPK
Erk-1/2 foszforildciot; (3) a konstitutiven aktiv nPKCO izoformat
overexpresszal6 C2C12 myoblastok jelentOsen felgyorsult novekedési iitemét a
MAPK inhibitor PD098059 részlegesen lecsokkentette. Mindezen utdbbi
adataink arra utalnak, hogy C2Cl12 myoblastokon a MAPK rendszer
résztvételéhez (az IGF-I celluléris hatasainak kialakuldsdban) elengedhetetleniil
sziikséges az nPKCo elbzetes, IGF-I-fiiggd aktivacidja; azaz ezen izoforma
mikodése a MAPK Erk-1/2 ttvonal ,,upstream” szabalyozd mechanizmusaként

értelmezheto.

A kiilonbozo PKC izoenzimek specifikus, differencidlt és gyakran ellentétes

szerepet toltenek be C2C12 myoblastok sejtfolyamatainak szabdlyozdsdban
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Kisérleteink masodik részében (az nPKCo-n kiviil) szdmos egyéb PKC
1izoforma (esetleges) szerepét vizsgaltuk C2C12 myoblastok sejtfolyamatainak
szabélyozdsdban. Az irodalomban elsoként szdmoltunk be arrél, hogy bizonyos
cPKC ¢és nPKC izoenzimek specifikus, differencidlt, ugyanakkor gyakran
egymassal ellentétes szabdlyozd funkcidkkal jellemezhetok a C2C12
vazizomsejtek in vitro proliferacios és differencialodési, valamint in vivo
tumorgenetikus mechanizmusaiban. Megallapitottuk, hogy a ,klasszikus”
cPKCa és B izoformdk a sejtproliferacio negativ regulatoraiként funkciondlnak,
ugyanakkor aktivitdsuk fokozza ezen sejtek differencialodasat.

Az nPKCe izoformat kordbban szadmos sejttipus eset€ben a
sejtproliferdci6 egyik kulcsfontossdgu stimulator molekuldjaként jellemezték. A
disszertacioban bemutatott kisérleteink sordn ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy
C2C12 myoblastok esetében ezen izoenzim nem jatszik szerepet a proliferacio, a
differencidl6dds vagy a tumorgenezis szabalyozdsdban. Mivel kimutattuk, hogy
az nPKCe nem fejezddik ki C2C12 izomsejtekben, a konstitutiven aktiv
rekombindns izoenzim overexpresszidjanak ,hatastalansdga” valdszinlileg az
nPKCe-hoz kapcsolt specifikus enzim — szubsztrat rendszer hidnyédra vezethetd

vissza.

Az nPKCS drdmai modon fokozza C2CI12 vdzizomsejtek in vitro
proliferdciojdt, valamint in vivo malignus transzformdciot indukal
Kisérleteink soran a legfigyelemreméltébb adatokat az nPKCd izoenzim
vizsgélata sordn kaptuk. Szamos kozlemény szamolt be kordbban arrdl, hogy az
1izoenzim (hasonléan mas PKC enzimekhez) jelentés mértékben vesz részt a
proliferaci6 és differencidlédds szabdlyozdsiban. A legtobb esetben
ugyanakkor — igy példdul humén keratinocytdkon és fibroblasztokon — az deriilt

ki, hogy az nPKCd a sejtek differencidlédasat és az apoptézis folyamatat

serkenti, mig a proliferaci6 szabalyozisdban gatlé szereppel bir. A mai napig
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csupan egyes emlOcarcinoma sejtek esetében mutattdk ki, hogy az izoforma
(mintegy ,,tulél6” faktorként funkcionélva) fokozza a sejtek novekedését.

A disszerticioban  bemutatott  kutatisaink  sordn  ugyanakkor
bebizonyosodott, hogy (1) a konstitutiven aktiv nPKC9 stabil overexpresszidja
fokozta, mig a kindz inaktiv DN-nPKCd mutédns jelenléte gatolta a C2C12
myoblastok in vitro proliferaciéjat; (2) az nPKCo overexpresszidja csokkentette
az izomspecifikus differencidlédasi marker dezmin expresszidjat; (3) az nPKCo
aktivitasdnak szelektiv gdtlasa Rottlerinnel dozisfiiggden meggétolta a kontroll
C2C12 sejtek novekedését; (4) az nPKCO overexpresszor sejtek immunhianyos
egerekbe torténd intradermdlis injektildsa nagy méretli, malignusan
transzformdlt rhabdomyosarcomdk kialakuldsit eredményezte (szemben a
kontroll sejtek altal 1étrehozott kis méretli, jéindulati tumorokkal); (5) a DN-
nPKCd overexpresszor myoblastok egyaltalan nem indukdltak tumorokat SCID
egerekben. Mindezen eredményeink — kiegésziilve azon (kordbban részletezett)
adatainkkal, hogy az nPKCo kozponti szerepet tolt be az IGF-I celluléris
hatidsainak kialakitdsdban mind humén, mind C2CI12 izomsejteken — arra
engednek kovetkeztetni, hogy sikerrel azonositottuk az nPKCO egy dj
funkciojat, mint a hardntcsikolt izom in vitro €s in vivo proliferacigjanak egyik
meghatédrozo jelent0ségl, stimuldlé molekuldjat.

A C2CI12 myoblastok vizsgdlata sordn kapott adataink és a
laboratériumunk kordbbi kutatdsi eredményeinek Osszehasonlitdsa egy tovéabbi
érdekes jelenségre mutatott rd. Human epidermdlis keratinocytikon (ahol a
disszertacioban bemutatott kombinalt molekularis biologiai és farmakoldgiai
technikakkal megegyezd megkozelitést alkalmaztunk) azt tapasztaltuk, hogy a
cPKCa és az nPKCO overexpresszidja fokozta a sejtek differencidlodasat,
ugyanakkor gatolta azok proliferacigjat és a tumorgenezist. Ezzel ellentétben, a
cPKCPB és az nPKCe aktivitasa fokozta mind az in vivo, mind az in vitro

sejtnovekedést €s gatolta a differencialodas folyamatit. A C2CI12
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vazizomsejteken a legtobb esetben ezzel ellentétes jelenségeket tapasztaltunk;
azaz a cPKCP gatolta a sejtek novekedését, az nPKCe jelentéktelen szerepet
jatszott a proliferacié szabdlyozasaban, az nPKCO viszont jelentés mértékben
fokozta a sejtproliferdciot €s a daganatok kialakuldsat/transzformacidjat. Ha
figyelembe vessziik tovdbbd, hogy keratinocytdkon még a hiperproliferativ
atalakulast eredményez6 cPKCP és/vagy nPKCe overexpresszidja sem jart
egyiitt a sejtek malignus transzformacidjaval (szemben az nPKCd hatédsaval
C2C12 myoblastokon), adataink alapjan kimondhat6, hogy a PKC izoenzimek
nemcsak izoforma-specifikus médon szabdlyozzdk a sejtek novekedését és

differencidlodésat, de hatdsuk igen kifejezett sejttipus-fiiggéssel is jellemezheto.

A PKCu kozponti szerepet jdtszik a porcdifferencidlodds folyamatainak
serkentésében

Kisérleteink sordn megkezdtik egy masik sejttipus, a porcosodd
mezenchimdlis  sejtkulturdk PKC  izoenzimkészletének  vizsgélatit is.
Kimutattuk, hogy a differencial6od6 kondrocitak jellegzetes izoforma-mintazata,
valamint a PKC aktivitds jelentdsen valtozott a tenyésztési ido fliiggvényében.
Megallapitottuk, hogy a legtobb izoenzim (cPKCa, nPKCe, aPKCA) szintje
csokkent a differencialodds elOrehaladtdval, mely arra utalhat, hogy ezen
molekuldk a folyamat korai fazisdban jatszhatnak szerepet. Az aPKC( szintje
valtozatlan, de magas szinti maradt a tenyésztés sordn, mely az izoforma
esszencialis bioldgiai folyamatokat szabalyozo funkcidjara utalhat.

Ezzel ellentétes jelenséget figyeltink meg a kisérleteink sordn csak a
porcsejtekben kimutatott PKCu vizsgalata sordn. Bebizonyosodott, hogy a
sejtekben kimutatott PKC izoformdk koziil egyediil a PKCu szintje €és (fOként)
aktivitdsa novekedett a differencialddds sordan; azaz a cPKCo, nPKCe és aPKCA
aktivitisa mintegy ,(felcserélodott” a PKCu aktivitisara a folyamat késoi

fazisaiban. Mivel funkciondlis kisérleteink sordn az is bebizonyosodott, hogy a
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PKCup galtasa igen jelentdsen lecsokkentette a sejtek proliferacidjat és a
metakromazids festéssel kimutathaté porcképzddést, eredményeink a PKCp
kozponti szerepét valdszinlisitik a porcdifferenciacié (késoi1 folyamatainak)

pozitiv szabdlyozasiban.

A kisérletes eredmények (potencidlis) hasznositdsa

A disszerticibban = bemutatott  eredményeink —az = egyértelmil
alapkutatasban valé felhaszndldson tul —szdmos, az alkalmazott kutatisban, a
kisérletes fejlesztésben, valamint (remélhetden) a klinikai gyakorlatban is
relevancidval bir6 tovabbi hasznositds lehetdségét vetik fel. Az utobbi évek
sordn szamos klinikai kutatis eredménye latott napvildgot, melyek a PKC
izoformdk aktivitisdnak megvaltoztatdsa révén probaljdk a daganatok fokozott
novekedését gatolni. Ezen kutatdsok még pontosabb tervezéséhez,
kivitelezéséhez, valamint az alkalmazott potencidlis gyogyszerhatGanyagok
bioldgiai hatdselemzéséhez nyujtanak tovabbi segitséget azon eredményeink,
miszerint a PKC izoenzimek specifikus médon képesek a sejtproliferacio in
vitro és in vivo szabdlyozasdra. Kisérletes adataink azt sugalljdk, hogy pl. a
harantcsikolt izom daganatos megbetegedéseiben hatékony beavatkozas lehet a
myoblastokban hiperproliferativ 4talakuldst eredményezd, illetve az IGF-I
mitogén hatasat kozvetit6 nPKCO aktivitdsanak csokkentése szelektiv
inhibitorok, valamint az enzim kifejezodését csokkentd célzott technikak
alkalmazdsaval. Masik, az el0zOeket akdr kiegészit terapids alternativaként
olyan szerek alkalmazasa is sikerrel kecsegtethet, melyek a sejtproliferaciot
gatlo (és a differencidlodast eldsegitd) cPKCa és B izoenzimek aktivitdsanak
fokozasan  keresztiil  fejtik ki hatdsukat.  Végezetiill, degenerativ
porcmegbetegedésekben egy potencidlis terdpids alternativa lehet (a
kondrogenezis folyamatainak serkentésére) a PKCp aktivitdsanak szelektiv

fokozasa.
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Eredményeink ugyanakkor a PKC izoformdkra hat6 szerek
alkalmazdsanak egy potencidlis veszélyére is felhivjdk a figyelmet. Mint
korabban részleteztiik, egy adott PKC izoforma proliferaciot szabalyozo szerepe
jelentOsen fiigg az Ot expresszald sejt tipusatdl. Az nPKCo-t példaként véve,
ezen izoformit szinte minden eddig vizsgalt sejtben (bizonyos emlddaganat
sejtvonalakat kivéve) a proliferdcid negativ reguldtoraként irtdk le. Ezzel
ellentétben kisérleteink sordn bebizonyosodott, hogy az izoforma a
vazizomsejtekben nem a differencidl6ddst, hanem a proliferaciét serkenti,
rdaddsul konstitutiv jelenléte malignus transzformécichoz vezet. Igy tehdt ha egy
adott szer alkalmazdsaval szisztémasan fokozzuk példaul az nPKCO aktivitasat
(pl. bordaganatok kezelésének céljabol), akkor fenndll a veszélye, hogy a célzott
daganat proliferacidjanak visszaszoritdsa mellett egy masik sejttipusban (pl.
vazizom), ugyanazon PKC izoforman hatva akar daganatos transzformaciot is

eloidézhetiink.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn vizizom- €s porcsejteken vizsgdltuk a protein kindz C
(PKC) izoenzimcsalad, valamint egyéb jelatviteli rendszerek szerepét az in vitro
€s in vivo proliferacio és differencidlodas szabdlyozdasaban. Megallapitottuk,
hogy human vazizomsejteken az izomregeneracid folyamatanak egyik kézponti
molekuldja, az IGF-I mitogén (azaz novekedést és differencialodast fokozd)
hatdsanak kifejlodésében az nPKCd izoenzim kizardlagos szereppel bir. Egér
C2C12 myoblastokon ugyanakkor kimutattuk, hogy az nPKCd-specifikus
aktivitds kozponti szerepe mellett a MAPK utvonal is részvesz az IGF-I
hatdsainak kialakitdsaban. Bebizonyosodott az is, hogy C2C12 myoblastokon az
nPKCd a MAPK ttvonal ,,upstream” reguldtoraként viselkedik; azaz megel6z6
aktivacioja sziikséges a MAPK rendszer aktivitisanak fokozddasahoz. C2C12
1izomsejteken emellett megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 PKC izoformék stabil
rekombindns overexpresszidja eltérd modon befolydsolta a sejtek funkcionalis és
morfoldgiai sajatsagait. Kimutattuk, hogy a cPKCa és P jelenléte lecsokkentette
a sejtek novekedési ilitemét, mig az nPKCe overexpresszidja nem befolyasolta
azt. Ezzel ellentétben az nPKCO konstitutiv overexpresszidja dramai moédon
megnovelte a sejtek in vitro proliferacigjat, lecsokkentett a differencialoédasi
marker dezmin kifejezodését, valamint in vivo igen nagyméretli, malignusan
transzformalt daganatok kialakuldsat indukélta immunhidnyos egerekben.
Végezetiill megéllapitottuk, hogy csirkeembriok porcosodd végtagtelepeibdl
1zolalt mezenchimalis sejttenyészetekben az egyedi tulajdonsagokkal bir6 PKCu
meghatidrozo szereppel bir a porcdifferencidlodds (késdi) folyamatainak
szabédlyozdsdban. Mindezen adataink egyes PKC izoformdk specifikus,
ugyanakkor egymadssal gyakran ellentétes szerepére utalnak vazizom- és

porcsejtek novekedésének és differencidlodasanak szabdlyozasédban.
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