Egyetemi Doktori (Ph.D.) értekezés

A kalcineurin szerepe az in vitro porcdifferenciacio
szabalyozasaban és a human mononuklearis sejtek

jelatviteli folyamataiban

Szijgyart6 Zsolt

Témavezeto: Dr. Gergely Pal

MTA SEJTBIOLOGIAI ES JELATVITELI KUTATOCSOPORT
ORVOSI VEGYTANI INTEZET
ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
DEBRECENI EGYETEM
2007



Tartalomjegyzék

1. Irodalmi attekintés

1.1.
1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.
1.8.

Bevezetés
A kalcineurin szerkezete és szabalyozasa

1.2.1. A kalcineurin biokémiai €s szerkezeti sajatsagai
1.2.2. A kalcineurin szabdlyozéisa
1.2.3. A kalcineurin inhibitorai

Az NFAT transzkripcids enzimesaldd

1.3.1. Az NFAT biokémiai és szerkezeti sajitsagai
1.3.2. Az NFAT fehérjék foszforilacidja
1.3.3. A kalcineurin és az NFAT

Sox9 transzkripcids faktor

1.4.1. A Sox transzkripcids faktorok biokémiai és szerkezeti sajatsigai
1.4.2. A Sox9 transzkripcids faktor szabalyozasa
1.4.3. A Sox9 transzkripcids faktor és a kondrogenézis

Mitogén aktivalt protein kindzok

1.5.1. A MAPK szerkezeti sajitsagai és szabalyozasa
1.5.2. A MAPK és a kondrogenézis

A protein kindz C enzimek szerkezeti sajatsagaik és szabalyozasuk
Az oxidativ stressz €s az iziileti porc
Szisztémas Lupus Erythematosus

2. Célkitiizések

3. Anyagok és médszerek

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

Anyagok

Sejttenyésztés

Fénymikroszképos morfoldgiai vizsgélat szamitogépes képanalizissel

A sejtproliferdcid vizsgdlata [*H]-timidin beépiilésével

A sejtek életképességének vizsgilata

Porcsejtek kezelése

Porcsejt kivonatok prepardldsa

Humén periférids vér mononukledris sejtek (PBMC) preparildsa és a sejtek

jellemzése dramldsos citometridval

3.0.

A PBMC kezelése és a mintak eloallitasa

3.10. Kalcineurin enzimaktivitas mérése
3.11. A PKA enzimaktivitds mérése

3.12. Immunprecipiticid

3.13. Western blot analizis

3.14. RT-PCR analizis

3.15. Kvantitativ Real Time RT-PCR analizis
3.16. Statisztikai analizis

4. Eredmények

4.1.

Jelatviteli palyak vizsgdlata csirkeporc kultdrdakban

4.1.1. A porcspecifikus markerek és a Sox9 transzkripcids faktor valtozdsa a porc-

differenciacio soran

4.1.2. Az oxidativ stressz hatdsa a kondrogenézisre

26

28
28
28
28
29
29
30
30

30
30
31
31
32
32
33
34
36

37
37

37
40



4.1.3. A kalcineurin szerepe a kondrogenézisben

4.1.4. A kalcineurin szerepe az oxidativ stressz kondrogenézis gatlasaban

4.1.5. A MAPK/Erk1/2 jelpalya szerepe a kondrogenézisben

4.1.6. Az NFAT4 expresszios és a foszforilacids szintjének véltozdsa az oxidativ
stressz és a CsA kezelés hatdséara

4.2. A PKC izoenzimek szerepe a kalcineurin szabdlyozadsdban forbolészterrel és Ca

ionoforral stimuldlt humdn mononukledris sejtekben

4.2.1. A kezelések hatdsa a sejtek életképességére

4.2.2. A kiilonb6z6 PKC izoenzim-specifikus inhibitorok hatdsa a PMA és a Ca-
inofor éltal stimuldlt humdan periférids vér mononukledris sejtek kalcineurin
aktivitdsdra

4.2.3. A kalcineurin mRNS és fehérje szintjének véltozdsa humdn periférids vér
mononukledris sejtekben

4.2.4. Cabin 1: lehetséges jeltovabbité molekula a PKC és a kalcineurin kozott

5. Megbeszélés
6. Osszefoglalas
7. Summary

8. Hivatkozasok

44
48
49
53
55
55
56

58
60

62

69

70

71



Roviditésjegyzék

BMP
[Ca™ic
CaM-kinaz II
CBP/p300
CsA
CaM
CNA
CNB
CREB
CRT-LP
DAG
DMMB
ECM
EGF
Erk1/2
FGF
GKS
HMG
HD

I1

12

INK
MAPK
MEF-2
MEK
MEKK1
MKP
MTT
NFAT
NK
PBS
PKA
PKC
PMA
PP1

PP2
PP2B
PS
PTHrP
ROS
RT-PCR
SAPK
SD
SEM
SLE
TCR

csont morfogenikus fehérje (bone morphogenic protein)
intracelluldris Ca**-koncentréci6
Ca”*/kalmodulin-dependes protein kindz II

CREB-kot6 fehérje (CREB bindig protein)

ciklosporin A

kalmodulin

kalcineurin A alegység

kalcineurin B alegység

cAMP-vilaszadé fehérje (cAMP-response element binding protein)
porckotd fehérje (cartilage link protein)

diacil-glicerol

dimetil-metilénkék

extracelluldris métrix

epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)
»extracellular signal-regulated kinase1/2”

fibroblaszt novekedési faktorok

gliikokortikoszteroidok

high-mobility group

nagy strtiségii (high density)

inhibitor 1

inhibitor 2

Jun N-termindlis kin4z

mitogén aktivalt protein kinaz

myocyte enhancer factor-2

MAPK kindz

MAP kindz kinaz kinaz

MAPK foszfatdzok
3-/4,5-dimetiltiazol-2/-2,5-difeniltetrazolium-bromid
aktivalt T-sejtek nukledris faktora (nuclear factor of activated T cell)
természetes Olosejtek (natural killer)

foszfat-puffer, 20 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl, pH 7,4
cAMP dependens protein kindz

protein kindz C

forbolészter

protein foszfataz 1

protein foszfataz 2

kalcineurin

foszfatidil-szerin

»parathyroid hormone related peptide”

reaktiv oxigén részecskék (reactive oxygen species)
reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcid
stressz-aktivalt protein kinaz

standard devidcio

mérési atlagok standard hibdja (standard error of the mean)
szisztémads lupus erythematosus

T-sejt-receptor (T cell receptor)



1. Irodalmi attekintés

1.1. Bevezetés

A kalcineurint eredetileg az agy legfontosabb kalmodulinkotd fehérjéjeként
azonositottdk [1], késObb kimutattidk, hogy egyetlen Ca2+/kalm0du1in—ﬁigg6 foszfo-
Ser/Thr-specifikus protein foszfatizrél van sz6, ami minden szovetben jelen van, és
filogenetikailag nagymértékben konzervélt. A kalcineurin szerkezetét, Kkatalitikus
mechanizmusat és szabdlyozdsat széles korben tanulmanyoztik [2-5]. A kalcineurin
mukodésének megismerését nagymértékben segitette annak a két, klinikailag fontos,
immunszupressziv gyogyszernek, a ciklosporin A-nak (CsA) és az FK506-nak (tacrolimus)
a felfedezése, amelyek a kalcineurin aktivitasat hatékonyan és specifikusan géatoljak [6-8].
Az elmilt néhany év alatt ezeknek a gydgyszereknek az alkalmazdsa rdmutatott arra, hogy
a kalcineurin és szubsztratjai sokféle él6 szervezetben végbemend, kiilonbozd bioldgiai
folyamatokban jdtszanak szerepet.

A kalcineurin Ca**-koté képességén keresztiil, illetve azaltal, hogy a Ca**-kotd
kalmodulin az enzimet aktivdlja, segiti a Ca2+—jelnek példaul a sejtmetabolizmus vagy a
génexpresszid folyamataiba torténd 4tvitelét. A kalcineurin kozvetleniil oly mdédon
moédositja a sejtmiikodést, hogy fizikai kolcsonhatisba 1€p fontos célfehérjékkel és
defoszforildlja azokat, kdzvetve pedig dgy, hogy olyan alapvetd jeldtviteli udtvonalakat
aktival (pl. NFAT, NF-xB, JNK), amelyek specifikus fehérjék expresszids szintjét vagy
azok bioldgiai aktivitdsat szabdlyozzak [9]. Szdmos esetben a kalcineurin sokoldald
irdnyitoként viselkedve szubsztrtjainak tobb funkci6jat is szabalyozza. Igy pl. az NFAT
fehérjéknek a kalcineurin &ltali defoszforiliciéja nem csak azt eredményezi, hogy a
citoplazmabdl a sejtmagba keriilnek, hanem a DNS-hez valé kotédésiik és transzkripcios
aktivitasuk is fokozodik [9-13].

A kalcineurin aktivdldsdra valaszolé gének szdma nagy, ugyanis a kalcineurin
kiilonbozd transzkripcids faktorok aktivitisit modositja, amelyek pedig nagyszamud gén
expresszigjat irdnyitjdk. Szdmos, az emlOds szervezetben 1évd, a kalcineurin
célfehérjéjeként ismert transzkripcids faktorok koziil az NFAT4-t és az Elk-1-et a
kalcineurin kozvetleniil defoszforildlja; az Oct2, az NFAT2, a c-Rel és a p5S0 NFkB
transzkripcids faktorok a mRNS expresszidés szintjén szabalyozottak; az NFkB-t a
molekula inhibitordnak, az IxkB degradidcidja szabdlyozza; a cJun és az ATF2

transzkripcidés faktorokat a jelatviteli rendszerben felettiik taldlhaté cJun/ATF2-t



foszforildlé JNK kindz aktivdldsa, a CREB-et pedig a kalcineurin foszfatdz kaszkddon
keresztiil aktivalt PP1 4ltali defoszforilaci6 irdnyitja. Az NFkB, a Jun/ATF2, a CREB, az
Elk-1, a Nur77 és az MEF2C transzkripcids faktorok esetében a kalcineurin azon alapvetd
jelatviteli utvonalak aktivitdsat befolydsolja, amelyek a transzkripciés faktorok aktivitasat,

a mRNS vagy a fehérje-expresszios szintjiiket szabalyozza (I. dbra) [9,14].

kalcineurin
de novo de novo protein protein
foszforilacié expresszio kindzok foszfatdzok
KK JNK DARP-32

l IP-1

NFAT Elk-1 Nur77 NF-xB IxB PP1

p50  degradaci6
MEF2C N X API 1
' CREB
NF-xB ATF-2

1. dbra. Kalcineurin altal befolyasolt transzkripcios faktorok
(Aramburu és mtsai [9] alapjan)

Az NFAT és a kalcineurin az immunsejtek és a mezenchymalis sejtdifferencidcid
elengedhetetlen szerepléi. Az intracelluldris kalciumszint novelése fokozza a
kondrogenézist a kalcineurin/NFAT jelatviteli ttvonalon keresztil, ami a BMP
expresszidjat aktivalja. Kimutattdk, hogy a BMP antagonista (noggin) vagy a dominans
negativ. BMP receptorok blokkoljdk a megnovekedett kalciumszint hatdsit a
kondrogenézisre, ami azt sugallja, hogy a kalcineurin/NFAT indukdlja a BMP
expresszidjat. Ezzel 0sszhangban a BMP expresszidjanak a fokozddasat is megfigyelték
kalcium-ionofor kezelés hatdsira, mig a kalcineurin inhibitor, a CsA visszaszoritotta ezt a

folyamatot [15].



A kalcineurin a differencidciés folyamatok mellett részt vehet a T-sejt-receptor
medidlt sejtaktivdcidban, a sejtproliferdcioban és a sejthaldlban egyardnt. A foszfo-NFAT
kalcineurin altali defoszforildciéja utdn a sejtmagba transzlokdlédik és szamos pro-
inflamatorikus citokin, sejtfelszini molekula, Fas-ligand gén transzkripcidjat indukélhatja.
A kalcineurin fontos szerepet jatszik az SLE kezelésekor hasznélt gliikokortikoszteroidok
hatdsmechanizmusdaban is, ugyanis munkacsoportunk kordbbi megfigyelése az volt, hogy a
kalcineurin aktivitdsa csokkent a terdpids kezelés utdn SLE-s betegek mononuklearis

sejtjeiben [16].

1.2. A kalcineurin szerkezete és szabalyozasa
1.2.1. A kalcineurin biokémiai és szerkezeti sajatsagai

Az 1980-as években folytatott biokémiai tanulméanyok a kalcineurin sokoldali
szerepére hivtdk fel a figyelmet az eukaridta sejtek jeldtviteli folyamataiban, pl. az
adenildt-cikldz és az apoptézis szabdlyozdsdban, a kalciumjel 4atalakitisidban, a T-
limfocitdk aktivdldsdban, az NFAT csaldd transzkripcids faktorok foszforildltsagi
szintjének mddositdsdban [10,11,17].

A kalcineurin a foszfo-Ser/Thr-specifikus protein foszfatazok csalddjdba tartozik,
ami két nagy osztdlyra tagolhat6. Az enzimcsaldd eredeti osztilyozdsa Ingebritsen és
Cohen nevéhez fiizédik [14]. Az 1-es tipusd protein foszfatdzok (PP1) a foszforilaz kinaz
B-alegységét defoszforilaljak és aktivitdsuk I1 és 12 fehérjékkel gatolhats. A 2-es tipusu
protein foszfatizok (PP2) a foszforilaz kindz a-alegységét defoszforildljak és aktivitasukat
az 11 és az I2 nem befolydsolja. A PP2 enzimek fémion igényiik alapjan tovabbi
alosztalyokba sorolhaték: PP2A, PP2B (kalcineurin) és PP2C. A PP2A aktivitisihoz
fémiont nem igényel, mig a kalcineurin, ill. a PP2C aktivitdsdhoz Ca2+/kalmodulin, il
Mg?* sziikséges. A PPl és a PP2A katalitikus aktivitdsa okadansavval gitolhat6, mig a
kalcineurin specifikus géitlészere a CsA és az FKS506 immunszupressziv molekulak,
amelyek ciklofilinhez és FK506-k6t6 fehérjékhez kapcsolddva fejtik ki hatasukat [7-9,14].

A kalcineurin egy 58-69 kDa kalmodulin kotd katalitikus alegységbdl (CNA) és
egy 16-19 kDa nagysdgd Ca**-kotd reguldtor alegységbél (CNB) 4ll6 heterodimer, az aktiv
centrumban Fe?*-Zn* jonokat tartalmazé metalloenzim (2. dbra). Az eml6s eredetli CNA-
nak hdrom izoformdja ismert (o/al, B/a2 €s y/a3), ami alternativ ,,splicing” eredményeként
harom kiilonbozd gén terméke. A CNAa elsdsorban az agyban, a CNA féleg a timuszban,
mig a vy izoforma tdlnyomd részt a testisben taldlhaté [18-20]. A CNB elsddleges

szerkezete er0sen konzervalt.
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2. dbra. A Kkalcineurin szerkezete

A kalcineurin katalitikus (a) és reguldtor alegységének (b) doménszerkezete. A
kalcineurin heterodimer térszerkezete (¢) (Aramburu és mtsai [9] alapjan).



Az eml0s eredetli CNB gén 170 aminosavbdl all6 fehérjét kddol, ami négy Ca™*-
koté EF-kéz motivumot foglal magdban, s igy négy Ca**-ion megkotésére képes. Ezek
koziil egy nagy affinitdssal (Ky < 10%) kot kalciumot, mig hdrom mikromoldris
tartomanyban [21]. Az emldsokben két CNB gén taldlhatd, igy a CNB regulator
alegységnek két emlds eredetii izoformdja létezik: a CNBI1, melynek el6forduldsa
széleskorli, valamint a testis specifikus izoforma, a CNB2, ami C-terminélis lokalizacids
szignallal rendelkezik [22,23].

A kalcineurin aktiv helye az CNA alegységben taldlhatd. Az enzim C-termindlis
végén helyezkedik el a CNB-kot6 domén, a kalmodulin-k6té domén és az autoinhibitor
domén (2. dbra). Az autoinhibitor domén Ca**/kalmodulin hidnydban a-hélixet képezve a
katalitikus domén szubsztrat-kotd helyéhez kapcsolddva gatolja a foszfatdz aktivitdsat oly
moédon, hogy a glutamat savmaradékok hidrogén-kotéseket hoznak 1étre a fémionokhoz
koordinalt vizmolekulakkal [24].

Az enzim miikddéséhez Ca®* és kalmodulin aktivdtorokra van sziikség, azaz a
kalcineurin aktivitdsa fiigg a Ca**-ion CNB regulator alegységhez, ill. a Ca**/kalmodulin
komplex CNA Kkatalitikus alegységhez vald kotddést6l. A kalcineurin aktivdldsdhoz
ekvivalens mennyiségli kalmodulin, a kalmodulin aktivildsidhoz pedig legaldbb két
kalcium kotShely Ca®*-ionnal val6 telitése sziikséges.

A kalcineurin kalmodulin k6t6 doménjat a CNA regulator doménja (Lys-392-
Arg-414) tartalmazza. Kimutattdk, hogy amikor a Ca®*/kalmodulin az enzimhez kotédik,
az autoinhibitor domén 4altal okozott gitlas megsziinik, ami feltehetdleg azzal
magyarazhat6, hogy a kotddést kovetd konformacié valtozas az aktiv hely szabadda valasat
eredményezi. A kalcineurin feltételezett katalitikus mechanizmusdnak elsé 1épése a
foszfatészter-szubsztrat asszocidcidja az enzimmel. Ebben a Iépésben a negativ toltések
semlegesitddnek, egyrészt az aktiv centrumban taldlhaté fémionok éltal, masrészt az aktiv
helyen taldlhat6, konzervalt Arg savmaradékok (Arg-122 és Arg-254), valamint a His-151
pozitiv toltéseivel. Az atmeneti dllapot atrendezodése utan az ortofoszfat két fémionhoz
kapcsolddik, ahonnan vizmolekula kozremtkodésével hasad ki és a kalcineurin visszanyeri

eredeti allapotat [10].

1.2.2. A kalcineurin szabalyozasa
A Kkalcineurin aktivitdsit elsésorban az intracelluldris Ca’*-koncentrici6

szabdalyozza. Nyugvo sejtekben, ahol a [Ca™ic alacsony (< 107M), a kalcineurin nem tud



a kalmodulinhoz kotédni, igy az enzim inaktiv formdban van jelen. Amikor a sejtet olyan
szignal éri, amelyben a [Ca®*)ic megemelkedik, a kalciumion a kalmodulinhoz
kapcsolédva konformdcié véltozast idéz eld, ami lehetévé teszi Ca’*/kalmodulin
kalcineurinhoz vald kotodését, indukalva a foszfataz aktivitast [25,26].

Egy masik lehetséges mechanizmus a kalcineurin szabalyozasara az aktiv helyen
talalhaté fémionok (Fez+, Zn2+) redox reakcidi. A kalcineurin redox szabalyozdsat in vitro
tanulmanyoztdk, de ilyen folyamatok in vivo koriilmények kozott is lejatszédhatnak.
Biokémiai és spektroszképiai tanulméanyok kimutattdk, hogy a fémionoknak csak a Fe** és
Zn** oxidiciés dllapotd formdit tartalmazé enzim aktiv, igy a Fe’* redukcija az enzim
gatlasat eredményezi [24,27,28]. Wang és mtsai [29] ezzel ellentétes hipotézist allitottak
fel, ugyanis azt feltételezték, hogy az aktiv centrumban 1év6 Fe*-Zn** oxiddci6ja Fe*-
Zn** ionokkd okozza az enzim gatlasat. Kimutattdk, hogy a szuperoxid-diszmutdz megvédi
a kalcineurint az inaktivdlastol, feltételezésiik szerint oly moddon, hogy az enzim
megakadélyozza az aktiv helyen 1évd Fe®* oxidacidjat. Az utébbi idékben tébb csoport
vizsgélta ezt a hipotézist és szolgdltatott bizonyitékot arra vonatkozdan, hogy a teljes
sejtlizitumban az extracelluldris oxiddnsok, kiilondsképpen a H,O,, hatdssal lehetnek a
kalcineurin aktivitasara. Szdmos sejttipusban (pl. NK sejtek, T-limfocitdk, fibroblasztok,
neuroblasztoma sejtek) a kalcineurin aktivitds csokkenését a ROS koncentricidjanak az
emelkedésével hoztak Osszefiiggésbe. A sejtek mikromoldris koncentracigji H,0O,-dal
torténd kezelését kovetden az NF-AT és az NFkB medialt folyamatok gatldsat figyelték
meg, ami feltehetdleg a kalcineurin aktivitds csokkenésének a kovetkezménye. Ezt pedig
az aktiv centrumban 1évé Fe** oxiddciéjaval magyaraztak [10,30]. Kimutattdk, hogy Jurkat
és humdn neuroblasztoma sejtek lizitumdban a kalcineurin aktivitdsa érzékeny mind a
hidrogén-peroxidra, mind pedig a kis koncentraciéji redukaldszerekre (pl. metionin), vagy
nagy koncentriciéban a ditiotreitolra, ami azt sugallja, hogy a kalcineurin aktivitdsat az
oxidaci6 és redukcié egyardnt befolydsolja [31,32]. Bogumil és mtsai a tisztitott
kalcineurin aktivitisdban bekovetkezd gitlist a Cys savmaradékok oxidacidjdnak
tulajdonitottak [27].

A kalcineurin harmadik szabdlyozasi lehet6sége az enzim foszforildciéja. A
CaM-kinéz II foszforildlja a kalcineurin 60 kDa alegységét. Ezt a reakcidt a CaM-kindz 11
autofoszforildlt forméja katalizdlja. A Ca**/kalmodulin kétése a kalcineurinhoz gétolja a
foszforilaciét — valdszinii, hogy a foszforilaciés hely és a CaM-k6td domén kolcsonhatasa

miatt —, azonban Ca®* sziikséges a reakci6hoz, feltehetéleg a reguldtor alegység kalcium

10



kotése miatt. A kalcineurin CaM-kindz II altali foszforildcidja csokkenti a foszfatdz
aktivitdsat. A PKC is képes foszforildlni a kalcineurint, ami nem befolydsolja a Vix
értékét, azaz a foszfatiz enzimaktivitasat. A Ca’*/kalmodulin kotése a kalcineurinhoz
ebben az esetben is gitolja a foszforilacidt [33]. A foszfokalcineurin defoszforilacids

folyamatat a PP2A és a PP1 katalizélja [34].

1.2.3. A kalcineurin inhibitorai

Valamennyi kalcineurin mediélt sejtfunkcié érzékeny a CsA és az FK506
immunszupresszansokra. Ezek a vegyiiletek intracelluldris receptor fehérjékhez
(immunofilinekhez) kotédve fejtik ki hatdsukat, amelyek peptidil-prolil izomeraz és/vagy
chaperon aktivitdssal rendelkeznek a sejtben. A CsA a CsA-kot6 immunofilinhez, a
ciklofilinhez kotédve, az FK506 az FK506-koté fehérjékhez, az FKBP-hez kapcsolodva
gatoljak a kalcineurin foszfataz aktivitasat [6,8].

Az elmult években nagyszdmu endogén kalcineurin inhibitort is azonositottak.
Ezek harom f6 csoportba sorolhaték. Kalcineurin inhibitorok (1): a kalcineurinhoz k&tédve
gatoljdk az enzim aktivitdsat. A kalcineurin kettOs reguldtor fehérjéi (2): gitld és aktivalo
hatast is kifejthetnek az enzimre. A kalcineurin horgonyzé fehérjéi (3): mas jelatviteli
molekuldkhoz vagy szubcelluldris struktirdkhoz kapcsoljdk a kalcineurint, és ezéltal
gatoljak az aktivitdsat.

A Cabin 1 a kalcineurin gatl6 fehérjéi koz¢ tartozik. Szinte minden sejttipusban
kifejezddik és a sejten beliil a citoplazmdban, ill. a sejtmagban egyardnt megtaldlhaté. T-
sejtekben kalciumjelre a sejtmagbdl a citoplazmdba transzlokalédik. A Cabin 1 240 kDa,
tobb mint 2200 aminosavbdl allé szolubilis fehérje. A kalcineurint k6t doménje kb. 40
aminosavat tartalmaz. Ezen beliil taldlhat6 az NFAT csalddban is meglévd konzervalt Pro-
x-Ile-x-Ile-Thr kalcineurin-kotd szekvencia varidnsa: a Pro-Glu-Ile-Thr-Val-Thr motivum.
T-sejtekben a Cabin 1 és a kalcineurin kolcsonhatashoz kalciumion és PKC aktivalas
egyarant sziikséges. A Cabin 1 foszfoprotein, nem aktivalt T-sejtekben foszforilaltsagi
szintje alacsony, PKC aktivdlds hatdsdra hiperfoszforildlt lesz, ami a kalcineurinnal
szembeni fokozott affinitdsat eredményezi. A kalcineurinhoz kétddve gatolja az enzim
aktivitasdt, visszaszoritva az NFAT defoszforildcidjat és ezdltal az IL-2 expresszidjat. A
Cabin 1 a MEF-2 egyediildllé kalcium-dependens transzkripcids represszora is. A Cabin 1
a C-termindlis végével kotdédik a MEF-2 transzkripcids faktorhoz, mig az N-termindlis
végével kozvetleniil az mSim3A korepresszorhoz kapcsolédik, ami a hiszton

deacetilazokat aktivélja [35-37].
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1.3. Az NFAT transzkripcios enzimcsalad
1.3.1. Az NFAT biokémiai és szerkezeti sajatsagai

Az NFAT csaldd transzkripcios faktorai képezik a kalcineurin legfébb
szubsztratjait az immunrendszer sejtjeiben és szimos nem immunsejt tipusban is [9]. Eddig
az NFAT csalddbdl ot tagot irtak le. A klasszikus NFAT csaldd az NFATI1, NFAT2,
NFAT3 és az NFAT4 tagokat foglalja magdban, mig a nemrégiben azonositott NFATS az
NFAT csalad sajatos tagjat képviseli. Az NFATI1, NFAT2, NFAT4 és az NFATS az
immunsejtekben és immunrendszeren kiviili kiilonféle sejttipusokban is jelen van, mig az
NFAT3 az immunrendszeren kiviili sejtekben taldlhaté meg, az immunsejtekben eddig
még nem mutattak ki [38-40].

Az immunsejtekben 1év6 NFAT célgének alatt azokat értjiikk, amelyek a
citokineket (pl. IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, TNF-a, GM-CSF, IFN-Y), a kemokineket (pl. IL-8,
MIP-1a), a sejtfelszini receptorokat (pl. FasL, CD40L, CTLA-4) és a transzkripcids
faktorokat kédoljdk (pl. NFAT2, Oct2, Egr) [9]. A klasszikus NFAT fehérjék (NFATI-
NFAT4) egy mérsékelten konzervalt szabalyoz6 domént tartalmaznak, ami kozvetleniil a
nagymértékben konzervélt, DNS-k6td domén N-termindlis végén helyezkedik el. A
szabalyozé domén szdmos, szerinben és prolinban gazdag szekvencia motivumokat
(SerPro) tartalmaz, amelyeknek a szekvencidja és elrendezése az NFATI1-4 alcsalddon
beliil dlland6. A konzervalt motivumok koziil kiemelked6 jelentdségli a reguldtor domén
N-termindlis végén 1év0 szekvencia (Pro-x-lle-x-Ile-Thr), ami az NFAT legfontosabb
kalcineurin kotShelye. Tovébbi jellemz0 motivumok a kiterjedt szerin-gazdag rész, a
harom SerPro motivum és a konzervélt magi lokalizaciés jel, ami a masodik és harmadik

SerPro motivum kozott helyezkedik el [9,38].

1.3.2. Az NFAT fehérjék foszforilacioja

Ismeretes, hogy foszforilaci6 sziikséges ahhoz, hogy az NFAT a citoplazmaban
maradjon, illetve ahhoz, hogy ide visszakeriiljon a sejtmagbdl. Az NFAT kinazok
azonositdsa még nem tortént meg. Nyugvd sejtekben az NFAT fehérjék folyamatosan
foszforilalt allapotban vannak. Feltételezik, hogy a foszforilaciéért felelés kindz(ok)
valészinlileg allanddan jelenlévd kindz(ok), vagy jelatviteli utvonalakkal indukalhaté
kinadz(ok) lehet(nek). A glikogén szintdz kinaz-3, a kazein kinidz 1, a MEKKI1, a JNK

szerepét az NFAT foszforilacigjaban tobben tanulméanyoztak [41-44].
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1.3.3. A kalcineurin és az NFAT

Az NFAT fehérjéknek szerepiik van az embrié szervfejlodésétdl a felndtt
szervezet adaptiv vélaszainak kialakuldséig terjedd legfébb folyamatokban, beleértve az
immunvalaszokat, az izom-plaszticitast és a differencidciés folyamatokat [45,46]. Az 6t
transzkripcids funkcidjukat moédositja. Ez a defoszforildciés folyamat és az ezt kdvetd
magi transzlokéacio kalcineurin éltal szabdlyozott 1épésen keresztiil valésul meg [45-47].
Mivel a defoszforilacié nyilvanvaléan megeldzi az NFAT sejtmagba jutdsat, azt
feltételezik, hogy az NFAT szabalyozé doménjiaban 1év6, meghatirozott oldallancok
defoszforilaci6ja okozza a magi lokaliziciés jel szabaddd valdsat, ami szintén ebben a
doménban taldlhaté [44,48]. A legtobb NFAT N-termindlis régi6jardl azt feltételezik, hogy
magi export szekvencidt tartalmaz és nemcsak a kalcineurinnal, hanem a Crml1 export
fehérjével is kolcsonhatdsba 1€p, ami feltehetben az NFAT fehérjék sejtmagbdl a
citoplazmaba torténd transzlokdcidjat segiti eld [49].

Valamennyi klasszikus NFAT fehérje, az NFAT1-4, a konzervalt szabdlyoz6
doménjiban a kalcineurin legfontosabb kotdhelyét (Pro-x-Ile-x-Ile-Thr) tartalmazza, ami
nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy a kalcineurinnal t6rténd defoszforildci6juk végbemenjen. A
kalcineurin a Pro-x-Ile-x-Ile-Thr szekvencidju peptidhez kapcsolddd helye, kiilonbozik a
kalcineurin aktiv helyét6l. Mind az inaktiv kalcineurin, mind a kalmodulinnal aktivalt
kalcineurin egyarant kotddik az NFAT transzkripciés faktorhoz a Pro-x-Ile-x-Ile-Thr
irdnyit6 szekvencidval [12,50,51]. Az aktivalt kalcineurin azonban sokkal erdsebben
kotédik, mint az inaktiv kalcineurin. Ezt a kolcsonhatast a CsA/ciklofilin és az
FK506/FKBP12 komplexek gétoljak, ami azt sugallja, hogy a kalcineurin aktiv helye
elosegitheti a molekula NFAT fehérjékhez val6 kotodését. Ha az aktivalt kalcineurin az
autoinhibitor doménon keresztiill 6nmaga kotodik az aktiv helyéhez, akkor az NFAT
fehérjékkel képtelen hatdsos kolcsonhatésra a sejt fiziologids koriilményei kozott [9,52].

Limfocitakon végzett kisérletek kimutattik, hogy vagy a [Ca®*]ic hosszantarté
novelése vagy a kalciumkoncentricié csucsértékeinek szilk tartomdnya sziikséges az
NFAT/AP-1 fiiggo riporter aktivalasiahoz, feltehet6en azért, mert csak ezek a koriilmények
elégségesek a kalcineurin, és ennek kovetkeztében az NFAT transzkripcids faktor aktivalt
allapotban tartdsdhoz [53].

A kalcineurin éltal torténd defoszforilacié amellett, hogy szabdlyozza az NFAT

sejtmagba jutasat, a DNS kotd és transzkripcids aktivitdsat is fokozza [54,55]. Az NFAT
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visszatérése a citoplazméba a molekula ismételt foszforilacidjaval jar egyiitt, ami arra utal,

hogy a sejtben 1€v6 protein kindzoknak is szerepe van ebben a folyamatban.

1.4. Sox9 transzkripcids faktor
1.4.1. A Sox transzkripcios faktorok biokémiai és szerkezeti sajatsagai

A Sox transzkripcids faktorok az embriondlis fejlédésben kulcsfontossagui
szerepet jatszanak. A Sox fehérjék tobb sejttipusban expresszdlddnak, igy pl. a Sox9 a
fejlodé kondrocitdkban €s a fejlodé testis sejtekben egyardnt kifejezodik. Adott
sejttipusban egyszerre tobb Sox faktor is jelen lehet [56,57]. Az elmult években tobb
bizonyiték sziiletett arra vonatkozdéan, hogy a Sox fehérjék gén promotereken vagy
enhancereken multi-protein komplexeket képeznek, amelyek feltehetfleg szerepet
jatszanak a Sox fehérjék sejtspecifikussdganak meghatarozasiaban. A Sox fehérjék tobb
sejttipusban kifejez6dnek, azonban egy bizonyos szovetben targetgénjiiket specifikus
fehérjepartner(ek) hatdrozzak meg [58].

A Sox fehérjék szekvencia specifikusan kotddnek a DNS-hez HMG doménon
keresztiil, ami elengedhetetlen transzkripcids aktivitisukhoz. A HMG domén harom hélix
struktirdbol L-alakot képezve a DNS kis arkdba kotddik. A HMG domén erdsen
konzervalt a Sox fehérjékben és valdszinli, hogy valamennyi faktor egy hasonl6
kotémotivumot ismer fel (“/1*/tCAA*:G). A HMG doménon til a molekuldk C-
termindlis végén elhelyezkedd transzaktivicios domént is tartalmaznak [59].

A HMG domén azon tul, hogy DNS-hez kotodik és medidlja a transzkripcids
faktorokkal vald kolcsonhatasokat, nukledris import szigndlokkal rendelkezik. A
génexpresszid és a transzkripcidés faktorok szabdlyozdsdhoz a Sox fehérjéknek a
citoplazmabdl a sejtmagba kell keriilniilk. A folyamatot a transzporter fehérjék egy
bizonyos csalddja, az importinek az NLS felismerésével szabdlyozzdk. Az NLS
szekvencidkat a Sox fehérjék HMG doménjanak mind az N-terminélis, mind a C-termindlis
végén azonositottdk. A Sox NLS konzervalt és valdszinli, hogy valamennyi Sox fehérje

nukledris importjat az importin  kozvetiti [60-62].

1.4.2. A Sox9 transzkripcios faktor szabalyozasa
A Sox9 C-termindlis végén 1évé Pro-Gln-Ser domén elengedhetetlen
transzkripcids aktivitdsdhoz, de a mellette taldlhaté Pro-Glu-Ala domén is sziikséges

maximadlis aktivitdsdhoz [63,64]. Még nem tisztdzott, hogy a C-termindlis vég hogyan
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eredményezi a Sox9 transzkripcids aktivitdsat. Valdszinii, hogy mindkét domén eddig még
azonositatlan fehérjékkel 1ép kolcsonhatdsba, ami aktivélja a Sox9-t.

A Sox9 fehérjének szdmos foszforilacios helye van. A Sox9 foszforildcidjat a
protein kindz A, a kazein kindz II, a protein kindz C és egyes tirozin kindz enzimek
egyarant katalizaljak. A foszforilacié szerepet jatszhat a Sox9 DNS kotésében, nukledris
importjdban és transzkripcids aktivitisdaban [65].

A egyik legjobban tanulminyozott foszforiliciés folyamat a Sox9 Ser-211
savmaradékon bekovetkezé PKA altali kovalens moédositas [66]. A foszforilacié fokozza a
Sox9 transzkripcids €s DNS-k6t6 aktivitasat. A cAMP medidlja a PTHrP hatasat is, amirdl
ismert, hogy szerepe van a porcdifferenciacié szabdlyozasaban in vitro. Mivel a PTHrP
szignélt a cAMP befolydsolja, feltételezik, hogy a Sox9 a PTHrP targetje in vitro, és mivel
a PTHrP f6 funkcidja, hogy meggatolja a porcsejtek hipertropikus sejtekké torténd

//////

PTHrP hatésat ebben a folyamatban [66].

1.4.3. A Sox9 transzkripcios faktor és a kondrogenézis

A mezenchymadlis sejtek porcsejtekké torténd differenciacidja tobb 1€pésbal allo
folyamat. A porcdifferencidcié els6é 1épésében a mezenchymédlis progenitor sejtek
megerdsodnek, majd kondenzalédnak és a kondenzalt mezenchymalis sejtek porcsejtekké
differencialddnak (3. dbra). A mezenchymadlis sejtek kondenzicidja alatt és ezt kovetden
porcspecifikus gének aktivalodnak. Ezek a gének olyan molekuldkat termelnek (II, IX és
XlI-tipusu kollagének, aggrekan), amelyek a porcra jellemzo extracellularis matrix legfébb
alkotorészei. Specifikus transzkripcids faktorok is szabdlyozhatjak a mezenchymalis sejtek
kollagén és az aggrekan expresszidjat a kondrogenézis korai szakaszdban kifejez6do, a
porcdifferencidciot irdnyitd Sox9 transzkripcids faktor szabalyozza [67-69].

A Sox9 minden progenitor sejtben és kondrocitdban kifejezodik. Nagyfokd Sox9
expresszid indul be a porcdifferencidcié eldtt, a mezenchymalis sejtek kondenzécidjakor,
ami tovabb folytatédik és magas szintet ér el a differencidlt porcsejtekben is. A Sox9
expresszid a hipertrofikus kondrocitdkban erdteljesen csokken. Kimutattdk, hogy
porcsejtekben korreldcié van a Il-tipust kollagén (Col2al) és a sox9 gének expresszidja
kozott: a Sox9 kozvetlen kotddése a Col2al enhancer egy bizonyos szekvencidjahoz

elengedhetetleniil fontos aktivitdsdhoz [69].
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Két masik Sox transzkripcids faktor, a Sox5 és Sox6 is 1€nyeges szerepet tolt be a
porcdifferencidcioban. A Sox5 és a Sox6 a Sox9 transzkripcids faktorral valamennyi
kondroprogenitor sejtben és az Osszes differencidlt kondrocitiban koexpresszalédik. In
vitro tanulmanyok kimutattdk, hogy a Sox5 és a Sox6, a Sox9 transzkripcids faktorral
egylittmitkodve aktivalja a Col2al enhancert és a Col2al gént [67,70]. Az extracellularis
matrix egyik f6 komponense, a CRT-LP stabilizdlja az aggrekian és a hialurinsav
aggregatumait. A CRT-LP megfeleld szintli termelése elengedhetetlen a proteoglikan
aggregatumok képzddéséhez és a hipertrofikus kondrocitdk természetes organizacidjihoz.
A Sox9 hatékonyan indukdlja a CRT-LP expresszidjat humdn nem-kondrogenikus,
immortalizalt sejtvonalakban, mezenchymadlis 0Ossejtekben és felndtt dermalis
fibroblasztokban is [71].

Kimutattdk, hogy a Sox9 mind in vitro, mind in vivo koti a CBP/p300 fehérjét,
igy a CBP és a p300 a Sox9 koaktivitoraként mitkddik a porcszovet specifikus
génexpresszidjdban, valamint a porcdifferencidcioban [72]. Munkacsoportunk korabbi
megfigyelése az volt, hogy csirkeembridk végtagtelepébdl szarmazé mezenchymalis

sejtkultdrdk 20 nM okadansav, PP2A inhibitor, kezelését kovetden a CREB foszforilaltsagi
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szintje emelkedett a Ser-133 aminosavmaradékon, mig a 20 pM HS89, PKA inhibitor,
csokkentette a foszfo-CREB mennyiségét a sejtekben. Az eldbbi esetben fokozott
porcképzddés volt megfigyelhetd, mig a PKA gatldsa csokkentette a porclerakddas
mértékét. A két enzim (PKA és PP2A) aktivitdsa befolydsolja a CREB foszforilacids
szintjét, ezen keresztiil pedig az in vitro kondrogenézist [73].

Az FGF fehérjék is fontos szerepet jatszanak az embriondlis egyedfejlodés
kiilonbozo folyamataiban, beleértve a végtagtelepek fejlodését is. Az FGF1 és az FGF2 a
differencialt porcsejtekben is kifejezddnek. A Sox9 expresszidjat a primer kondrocitdkban
és a mezenchymadlis sejtekben az FGF feliilszabédlyozza. Kimutattik, hogy az FGF
nagymértékben fokozza a Sox9 expresszidjat, amit az FGF receptorok egyik legfébb
»downstream” udtvonala, a MEK-MAPK enzimrendszer kozvetiti. Az FGF receptorokbdl
kiindulé szignalok a MEK aktivdldsdhoz vezetnek, ami foszforildlja és aktivilja a
MAPK/ERK-t. A MAPK ezutdn kiilonbozé kindzok és transzkripcios faktorok
foszforildldsaban, aktivitdsuk szabdlyozdsdban vesz részt, igy a Sox9 szintjét az Erk1/2 is

szabdalyozza kondrogenikus sejtekben [74].

1.5. Mitogén aktivalt protein kinazok
1.5.1. A MAPK szerkezeti sajatsagai és szabalyozasa

A kondrogenézist szamos jelatviteli dtvonal szabélyozza, ilyen pl. TGFp és BMP,
PKA ¢és PKC/MAPK iutvonalak. A MAPK enzimek nagyszdmu extracelluldris jel
specifikus  sejtvalaszokka  torténd  atalakitasaért felelosek. Szerepiik van a
sejtproliferacioban, a differencidcioban és az apoptdézisban, a gyulladisok és a
stresszvalaszok szabdlyozasiban. A MAPK kaszkad harom protein kindzbdl épiil fel: MAP
kin4zbdl és két upstream komponensbdl: a MAPK kindazbol (MAPKK vagy MKK) és a
MAPKK kindzbdl (MAPKKK), amit membran-receptorokbdl érkezo jelek aktivalnak [75].

Eloszor a MAPK/Erk1/2, majd a INK/SAPK és a HOGI1 éleszté homoldg (p38
MAPK) kindzokat azonositottdk. Szekvencidjukban és az aktiviacidés hurok méretében
eltérés figyelhetd meg, és kiillonbozd stimulus hatdsdra eltéré modon aktivdlédnak. A
MAPK enzimeket a katalitikus doménban 1év6 ,,Thr-x-Tyr” (ahol az x az Erk esetén Glu,
JNK enzimnél Pro, a p38 kindzndl Gly) aktividciés motivum Thr és Tyr oldalldncaiban
bekovetkezd kettds foszforildcid aktivdlja, amit a kettds specifitdisi MAPKK katalizal. A
MAPKK enzimet viszont a Ser/Thr-specifikus kindz, a MAPKKK foszforildlja [75]. Az

Erk a mitogenikus extracelluldris stimulus legf6bb medidtora, és szerepet jatszik szdmos
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kornyezeti hatdsok, mint pl. UV sugirzds, ozmotikus sokk és gyulladdsos citokinek
stimuldljdk. A MAPK enzimek Ser/Thr-specifikus kindzok csalddjdba tartoznak, amelyek
tobb citoplazmatikus fehérjét képesek foszforildlni, illetve magi transzlok4cidjukat
kovetden transzkripcids faktorok szabélyozasdban vehetnek részt [75-77].

A MAPK enzimek inaktivdldsidt a ketts specificitisi protein foszfatizok, a
MAPK foszfatizok (MKP) katalizaljak, amelyek a foszfo-Thr, foszfo-Tyr oldallancokat
képesek defoszforildlni [78]. Kimutattdk, hogy az Erk foszforilacidval torténd aktivalasat
kovetden a sejtmagba transzlokalédik, ahol transzkripciés faktorokat (pl. Elk-1) foszforilal
és kiillonboz6 gének expresszidjat inditja be. Az Erk aktivdlasa MKP génexpressziot
indukdlhat, és az djonnan szintetizalédott MKP-3 az Erk-t a citoplazmdban
defoszforildlhatja. Mas MKP enzimek, amelyek a sejtmagban lokalizalédnak, mint pl.
MKP-1, az aktiv Erk-t a sejmagban defoszforildljdk. A PP2A szintén befolydsolhatja a
citoszolban mind a MAPKK, mind az Erk foszforildltsagi szintjét [75,79]. Kimutattak,
hogy patkany kardiomiocita sejttenyészetében a kalcineurin aktivildsa fokozza a PKCo és
0 izoenzimek, valamint a JNK és az Erk MAPK-k akitivitasat [80] és ,,down reguldlja” a
p38 MAPK aktivitdsat is [81].

A MEK-Erk kindz kaszkdd az egyik legfontosabb citoplazmatikus jelatviteli
utvonal, amely az eukaridta sejtek proliferdciojdt, talélését és differencidcidjat irdnyitja. A
MEK-Erk kaszkdd harom egymadst kovetd protein kindza (Raf, MEK és Erk) tipikusan a
novekedési faktorok és mitogének sejtfelszini receptorai alatt miikddnek. A GTP-4z, a Ras
aktivdlja a Ser/Thr-specifikus Raf kindzokat. A Raf kindzok igy a MEKI1/2-re hatnak,
amelyek pedig az Erk1/2-t aktivaljdk. Az Erk foszforilacigjat kovetden disszocidl a MEK-
r6l, a sejtmagba transzlokalddik, ahol kiilonbdzd transzkripcids faktorokat foszforilal (pl.

Elk-1, Rsk, ERF, c-Myc) [82,83].

1.5.2. A MAPK és a kondrogenézis

Ismert, hogy a MAPK enzimek kettdés hatdssal birnak a kondrogenézisre oly
moédon, hogy ellentétesen befolydsoljdk az adhéziés molekuldk (pl. N-kadherin,
fibronektin, integrin) expresszidjat [84]. A MEK-Erk kindz kaszkad jelentdsége a
porcdifferencidcioban nem kétséges, de a pontos szerepe még mindig vitatott. Kimutattk,
hogy a p38 stimuldlja, mig az Erkl/2 gatolja a porcképzodést csirkeembriok

végtagtelepeibdl szdrmazé mezenchymdlis sejtkultirdkban. Ez utébbi Ca**-szenzitiv,
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ugyanis az Erk a PKC ,,downstream” molekuldja. Megfigyelték, hogy az exogén eredetii
EGF visszaszoritotta a porcdifferenciciot, fokozta az Erk aktivitdsat, mig a p38 MAPK
aktivitasit gatolta [84,85]. Hasonld sejtkultirdban a II-tipust kollagén, az aggrekan és a
Sox9 transzkripcids faktor fokozott mRNS szintjét mutattdk ki MEK inhibitorokkal
(PD98059 és U0126) torténd kezelés utan [86]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
MEK-Erk jelatviteli pdlya az embriondlis porcdifferenciicié fontos negativ reguldtoraként
muikodhet. A MEK-Erk kindz kaszkad a kondrogenézis pozitiv reguldtora is lehet, mivel
egér primer kondrocidkban és C3HI10T1/2 sejtekben fibroblaszt novekedési faktorral
kivéltott Sox9 expresszids szintjének novekedését a sejtek Erk kindz (MEK) inhibitorral

torténd kezelése visszaszoritotta [74].

1.6. A protein kinaz C enzimek szerkezeti sajatsagaik és szabalyozasuk

A PKC enzimcsaldd szdmos célfehérje Ser/Thr-oldallancdt foszforildlja.
Specifikus hormondlis, neurondlis €s novekedési faktor stimulusra vélaszold jeldtviteli
folyamatokban jatszanak szerepet. Az enzimcsaldd szerkezeti felépités és szubsztrat-igény
alapjan harom f6 csoportra oszthatd: a klasszikus PKC izoformékra (cPKC a, By/Bu, v), az
4j tipusi PKC izoformakra (nPKC 9, €, 1, 0) és az atipusos PKC izoformdkra (aPKC (,
VA). Kiilon kell emliteni a PKCp vagy mas néven a PKD izoenzimet, amelyik mind
szerkezeti felépitésében, mind aktivadlhatdsagit tekintve nem tartozik egyetlen csoportba
sem (4. dbra) [87,88].

A cPKC izoenzimek PS-sel aktivdlhatok Ca2+—dependens médon. A cPKC
izoenzimek DAG-t is kotnek, ami fokozza az enzimek PS és Ca’" affinitasat. A cPKC
enzimek a forbolészter (pl. PMA) targetjei is. A PMA oly médon aktivdlja az enzimet,
hogy megsziinteti a DAG sziikségletét és csokkenti az aktivdlashoz sziikséges Ca®*
koncentraciot. Az nPKC aktivalasdhoz csak DAG sziikséges PS kofaktor jelenlétében, Ca®
ionra nem érzékenyek. A forbolészter/PS is aktivdlja a kindzokat. Az aPKC izoformdk
aktivdlasdhoz sem Ca”*-ionra, sem PMA/DAG-ra nincs sziikség. A PKD nem érzékeny a
DAG vagy Ca’*-ionra, de aktivitdsahoz PS kofaktor jelenléte elengedhetetlen [87,88].

A katalitikus domén a molekula C-termindlis végén taldlhatd, mig a reguldtor
domén az N-termindlis szakaszon (4. dbra). Mindkét domén szdmos konzervalt régidt
tartalmaz (C1-C4), koztikk kisebb homoldgidval rendelkezd, un. varidbilis doménok

talalhatok.
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4. dbra. PKC izoenzimek doménszerkezete és csoportositasa
(Toker [88] alapjan)

Valamennyi PKC izoforma az N-termindlis végen tartalmaz egy
pszeudoszubsztrat domént, ami az enzim szubsztratkotd zsebéhez kapcsolddva gatolja a
kindz aktivitdsat. PMA vagy DAG kotédése a C1 Cys gazdag doménhoz, mig a Ca**-ion
kotodése a C2 kalcium-koté doménhoz, konformacié valtozds tdtjan szabaddd teszi a
katalitikus domént a pszeudoszubsztrit régi6tol, ami az enzim aktivildsidhoz vezet. Az
nPKC és aPKC izoenzimekben nem taldlhaté meg a cPKC izoenzimekre jellemzé C2
domén. Feltehetdleg ez magyardzza, hogy kalciumjelre nem érzékenyek [87,88].

Az intracellularis Ca**-szint emelkedésével a PKC konformécié-valtozds kozben
kolcsonhat a sejtmembrannal, azonban aktivitisdhoz és a sejtmembrinba torténd
behatoldsdhoz a DAG jelenléte elengedhetetlen. A cPKC izoenzimek aktivitdsa fiigg a
[Ca®*ic-t6]l és a PS-tél egyarant. Nyugvo sejtekben a [Ca®*]ic nem elegendd
aktivitdsukhoz, azonban ha a sejtet olyan stimulus éri, ami elegendd mennyiségi Ca®*-t
mobilizal, az [Ca2+]1C emelkedésével az inaktiv PKC a citosz6lbdl a plazmamembranhoz

transzlokalédik, ahol kikotddik és aktivalodik [89]. Megfigyelték, hogy az emlds sejtek és
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szovetek hosszan tarté kezelése forbolészterekkel és briosztatin szarmazékokkal
deszenzitizdlja az agonista és forbolészter indukalt sejtvélaszokat, valdsziniileg aziltal,
hogy a cPKC és az nPKC izoenzimek ,,down reguldlédnak”™ [87-89].

A PKC foszforilacié tutjan is aktivalodik. A katalitikus doménban (C4) harom
foszforilaciés helyet (két Thr és egy Ser) térképeztek fel. Ezek koziil az egyik Thr az
aktivdcios 4rokban taldlhatdé és nagymértékben konzervdlt, nemcsak a PKC
izoenzimekben, hanem mds protein kinazokban is megtaldlhat6. Ezen aminosav
valamilyen upstream kindz 4ltali foszforildciéja aktivdlja az enzimet. A masik két
aminosav (Thr, Ser) foszforilacidja autofoszforilaciéo utjan megy végbe, ami nem
befolyasolja az enzim aktivitasat. Ezek a PKD kivételével valamennyi PKC izoenzimben
megtaldlhatok [88].

A PKC reguliator domén gatldszerei a foszfolipid és forbolészter kotohelyet
célozhatjdk meg, mig a katalitikus domén inhibitorai vagy a szubsztrat-kétéhely vagy az
ATP-kotohely ellen irdnyulnak. A Rottlerin, vagy mds néven a mallotoxin egy természetes
eredetii inhibitor, ami a Mallotus philippinesisb6l szarmazik. A Rottlerin a PKC3
izoenzimre specifikus (ICsp = 3-6 uM), de nagyobb koncentriciéban gitolja a CaM-kindz
II-t és a PKA-t is. A G66976, indolkarbazol szarmazék jol haszndlhat6 a cPKC és az nPKC
izoenzimek megkiilonboztetésére, ugyanis csak a cPKC izoenzimeket gatolja. A
GF109203X, biszindolmaleimid szarmazék, mind a ¢cPKC, mind az nPKC izoenzimek
gatlészere. Az emlitett harom PKC inhibitor a katalitikus doménban elhelyezkedé ATP-

kotohelyhez kapcsolddva gatolja az enzim aktivitasat [90].

1.7. Az oxidativ stressz és az iziileti porc

A ROS és a HyO, szamos jelatviteli dtvonalat befolydsolnak, szerepet jatszanak
pl. a sejtnovekedés és a differencidcié szabdlyozasiaban. Mindezen tidl transzkripcids
faktorok (pl. NF-xB, AP-1, EGR-1 stb.) aktivitasat kozvetleniil is reguldlhatjak, pl. a
konzervalt Cys aminosavmaradékok oxidativ moédositdsan keresztiil. A ROS tirozin
foszforilacidt stimuldl oly mddon, hogy szdmos kindzt, pl. a MAPK kaszkad és a Src
csalad enzimeit aktivalja [91,92]. Az egyik mechanizmus, amellyel a H,O, szabdlyozza az
intracelluldris folyamatokat, a protein tirozin foszfatdzoknak az dtmeneti gitldsa az enzim
katalitikus centrumdban 1évé Cys oldallancok reverzibilis oxidicidjdn keresztiil, ami
visszaszoritja a célfehérjék defoszforilacidjat [93]. A kalcineurin egyik szabdlyozé

mechanizmusa is hasonlé redox reguldcion alapul [27]. Kimutattdk, hogy az intracellularis
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kalcineurin aktivitdsnak érzékenysége a hidrogén-peroxidra ICso = 30-40 puM értékkel
jellemezhetd [30].

A ROS az iziileti szovetek kiilonbozd sejtfunkcigjat is befolyasolja [94]. Az
iziileti porc legfébb szerkezeti egységei a fibrilldris kollagén és a szolubilis aggrekdn (PG).
A kollagén halézat szakitészilardsagot biztosit, mig a PG az erdatvitelért és a
nyomoterhelés szétoszlatdsaért felelds a mozgds sordn. Az aggrekdn molekuldk elsdsorban
aggregatumok form4jaban vannak jelen, amelyben a monomerek nem kovalens médon egy
linedris, nagy molekulatomegli gliik6zaminoglikdnhoz, a hialuronsavhoz kapcsolédnak. A
kondrocitdk érmentes matrixba agyazott differencidlt sejtek, melyeket tilnyomé részt
anaerob metabolizmus jellemez. Valdészinlsitik, hogy az artikuldris porc felszinén
fizioldgids koriilmények kozott az oxigén koncentracid 5-10%, mig a mélyebb rétegekben
kevesebb, mint 1% [95]. Rheumatoid arthritisben a szinovia oxigén felhasznildsa megnd
és a szinovidlis folyadék oxigén koncentricidja csokken a normdl viszonyokhoz képest
[95]. Osteoarthritisben a szinovidlis membran kapilldrisaibdl az iziileti folyadék irdnyédba
torténd oxigén transzfer visszaszorul [95]. Ezek az adatok jelzik, hogy fizioldgidsan a
kondrocitak hipoxids koriilmények kozott élnek, ami tovabb fokozddik a betegségek sordn.
A hipoxids koriilmények a gyulladt szovetekben szabad gyokoket termelnek [96,97]. Az
oxigén parcidlis nyomdsdnak valtozdsdra, mechanikai stressz, immunmedidtorok é&s
gyulladdsos medidtorok hatdsidra a kondrocitdk ROS koncentricidja megemelkedik. A
kondrocitak 4ltal termelt legfontosabb ROS a nitrogén-monoxid (NO) és a szuperoxid-
anion (O;"), amelyek H,O,-t és kiilonbozo gyokoket generdlnak (pl. peroxinitritet: ONOO™
). A szuperoxid-aniont a NADPH enzim komplex termeli, ami a molekularis oxigén

redukcidjat katalizdlja O,” gyokké. Az artikularis kondrocitdk a NADPH oxiddz komplex

7 phox 7 phox 7 phox

sejtspecifikus formdit (pl. p6 , p4 és gp9 ) expresszdljak. Fe** és H,0,
jelenlétében hidroxilgyok (OH') szabadul fel, amely a membranlipidek telitetlen
zsirsavaival 1€p reakcidéba hosszabb élettartalmii lipid gyokok (RO, ROO") képzddését
eredményezve [94].

A ROS képzdédésre kialakul6 sejtvdlaszok a sejt redox éllapotitdl fiiggnek. A
redox allapotot a ROS produkci6 és az intracellularis antioxiddnsok szintje kozott fennallo
érzékeny egyensily hatdrozza meg. Ezt az egyensilyt exogén eredetii faktorok (pl. a
citokinek) vagy az oxigénkoncentricié valtozdsa konnyen befolydsolhatja. Ha az
oxiddnsok szintje nem haladja meg a sejt redukdlé képességét, a ROS jelentds szerepet

véllal a sejtfunkcidk szabdlyozdsdban, beleértve a jelatviteli folyamatokat is. Ha a sejten
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belill az antioxiddnsok mennyisége elégtelen a ROS méregtelenitéséhez, oxidativ stressz
1ép fel, ami nem csak a sejtmembranokat és a nukleinsavakat bontja le, de az extracellularis
alkotérészeket, a proteoglikdnokat és a kollagént is. A ROS kiilonb6z6 kémiai
folyamatokon keresztiil (pl. oxidacid, nitrdlds stb.) médositani képes a fehérjék szerkezetét,
ami a bioldgiai aktivitds csokkenéséhez, a szovetekben a karos fehérjék felhalmozddasahoz
vezet. Az oxidalt molekuldk, a lebontott termékek és a sejtalkotok hozzdjarulnak a
szinovidlis gyulladis fokozasdhoz és egy olyan karos korfolyamat kialakulasdhoz, amit az
Ujonnan képzddo reaktiv oxigéngyokok és tovabbi lebontott termékek hoznak 1étre.
Szuperoxid-anion, nitrogén-monoxid, valamint a szuperoxid-anionbol és
nitrogén-monoxidbdl képz6dd peroxinitrit indukcidjat figyelték meg szarvasmarha iziileti
kondrocitdkban citokin stimuldciét kovetden [98]. Mds munkacsoportok ezen ROS mellett
fokozott H,O, felszabadulast mértek citokinnel stimulélt nyul iziileti kondrocitakban. Tébb
kutatécsoport aldtdmasztotta a H,O, iziileti porcra kifejtett kdrosité hatdsat, ami a PG
szintézis gatldsdban, az apoptdzisban és az Erk aktivdldsdban nyilvanult meg [99,100].
Reaktiv oxigén részecskék (pl. a O,", a HyO, és a ‘OH) az aerob 1égzési lanc sordn
is képzOdnek a sejtekben. Kimutattdk, hogy a reaktiv oxigén részecskéknek fontos
szerepiik van a porc pusztuldsdban is, ami a gyulladdsos iziileti betegségek velejardja
[101,102]. Iziileti gyulladasok soran az iziileti nedvben 1év6 polimorfonukledris leukocitdk
és makrofagok H,O,-t termelnek [99]. A szuperoxid-anionbdl képzddd H,O, a gyulladasos
iziiletekben jelenlévé fémionokkal (pl. vasionnal) Fenton-tipusi reakciéba Iépve
hidroxilgyokot termel, amelyek a szinovidlis folyadékban 1év6 legfontosabb
makromolekula, a hialuronsav depolimerizacigjat eldidézve hozzdjarul a gyulladas

kialakul4asdhoz [103].

1.8. Szisztémas Lupus Erythematosus

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) a poliszisztémds autoimmun koérképek
prototipusa. Az SLE multifaktoridlis betegség, kialakuldsdt genetikai tényezdk is
befolyasoljadk. A humdn SLE poligénes, azaz egyetlen gén nem elegendd a korkép
manifesztiloddsahoz. Genetikailag fogékony egyénekben alakul ki, kiils6 és belso
kornyezeti tényezOk hatdsdra. Az SLE-t provokdld tényezok koziil legismertebbek az
ultraibolya sugarzds, infekcidk, valamint egyes gydgyszerek. E tényezOk hatdsidra az
immunrendszer komplex zavara alakul ki, ennek legfobb jellemzdje a sajit antigénekkel

szemben kialakult tolerancia megsziinése és patoldgids antitestek megjelenése. A gyulladds
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barmelyik szervet érintheti, leggyakrabban az iziileteket, bort, savds hartyédkat, vesét és az
idegrendszert. A krénikus szovédmények koziil kiemelkedd jelentOségiiek a sziv- és
érrendszeri betegségek, a tromboembolids szovOdmények, az idiilt veseelégtelenség és a
csontritkulas [104].

A koros sejtes immunvalaszt a T-limfocitak kozvetitik SLE-ben. SLE betegek T-
limfocitdiban fokozddik a CD4+, csokken a CD8+ sejtek el6forduldsa, megvdltozik a
Th1/Th2 ardny, és karosodik a természetes OlOsejtek mitkodése. A T-sejtek koros
mukodése befolydsolja a B-sejtek aktivitasat, az IL-2 kifejezddést, az apoptozist és a
nekrézist, a DNS metilaci¢jat és a transzlaciot [104-106]. Az IL-2 produkcidja a CD28
molekula T-sejt-receptoron keresztiil kivaltott jelatvitel mellett dontéen transzkripcios
szinten (AP-1, NFAT, NF-xB) szabdlyozott. Az IL-2 csokkent expresszidja (pl. NF-kB p65
alegységének hidnya miatt) magyardzhatja a T-sejtek elégtelen proliferaciéjat és az NK-
sejtek citotoxicitdsat [105]. A TCR-nak a T-sejt antigén éltali aktivicidjdhoz sziikséges C-
lancdnak expresszidja nagymértékben csokken, és ez részben felelds az aktivicié altal
kivaltott sejthaldl elmaradasaért [106-108]. Az aktivacié utdn fokozott és elnyujtott az
[Ca**]ic emelkedés, ami a kalcineurinon keresztiil kozvetve befolyédsolja a transzkripcids
faktorok (pl. az NFAT) miikodését, ezaltal szamos gén (pl. CD154, Fas-ligand, c-myc)
expresszigjat [106]. Kimutattdk, hogy az SLE betegek monocitdiban és limfocitdiban
csokkennek a PKC altal katalizalt fehérjefoszforilacids folyamatok is [109-111].

Gliikokortikoszteroidokat (GKS) a krénikus gyulladdsos betegségek (pl. asztma,
rheumatoid arthritis, autoimmun betegségek) kezelésére haszniljak. Az SLE betegek
gyogyszeres kezelésében figyelembe kell venni a lupus sulyossdgit és a szervi
manifesztaciot. Az aktiv periédusban leggyakrabban kortikoszteroidokat haszndlnak. A
GKS az anti-inflamatorikus fehérjéket (pl. IL-1, IL-10) koédolé gének expresszidjat
fokozhatja, a gyulladasért felelds gének (pl. citokinek, enzimek, receptorok és adhézids
molekuldk) atirdsat gatolhatja, de kozvetleniil hozzajarulhat az aktivalt GKS receptor és a
gyulladdsos gének expresszidjat szabalyozé aktivalt transzkripcids faktorok (pl. NF-xB és
AP-1) kolcsonhatdsanak gétlasdhoz is [112]. Munkacsoportunk kordbbi megfigyelése az
volt, hogy az SLE-s betegek monocitdiban a legtobb PKC izoforma expresszidja kozel a
normdl szintre emelkedett, mig az SLE-s betegek periférids vér mononukledris sejtjeiben
mért kalcineurin aktivitdsa csokkent a gliikokortikoszteroid kezelést kovetden. Negativ
korrelacié volt a kezeléskor alkalmazott GKS dézisa és a kalcineurin aktivitdsa kozott. Ez

a hatds azonban nem betegség specifikus, ugyanis az egészséges donorokbdl szdrmazd
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mononukledris sejtekben is hasonld jelenség volt megfigyelhetd [16].

Az SLE kezelésének masik alternativdja az djabb hatdsmechanizmusi
immunmoduldns gydgyszerek, illetve a patogenézis egyes lépéseit szelektivebben
megcélzo terdpia kifejlesztése [104]. Ismert példdul, hogy a CsA kalcineurint gitlé hatdsa
mellett, ami tobbek kozt az IL-2 produkcidjat szoritja vissza, a citoplazma foszfolipaz A,-t
(cFLA,) is képes blokkolni [113,114]. A cFLA, arachidonsav termelésén keresztiil fontos
szerepet vdallal gyulladdsos mediatorok (pl. prosztaglandinok, tromboxdnok ¢és
leukotriének) expresszidjanak és cPKC izoenzimek aktivitdsinak szabdlyozasdban
[115,116]. A CsA és a GKS egyiittes alkalmazasa, hasonl6éan mas kombindlt kezelésekhez,

hatékonyabb terdpids mddszert jelenthetnek.
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2. Célkitiizések

Szamos Ser/Thr-specifikus protein kindz és foszfatdz fontos szerepet jatszik a
kondrogenézisben. A kondrogenikus sejtek proliferacios képességét elsdésorban a mitogén
aktivalt protein kindzok (Erkl/2 és p38), valamint a kiilonb6z6 PKC izoenzimek
szabalyozzdk, megvaltoztatva a kondrogenézis szempontjdbol jelentds transzkripcids
faktorok (pl. Sox9, CREB, NFAT) foszforilacids allapotat. Munkacsoportunk kordbban a
PP2A jelentdségére mutatott ra a komplex folyamat szabalyozasaban [73].

Vitathatatlan a protein foszfatdzok jelentdésége a porcdifferencidcié sordn, igy
célkitiizéseink kozt szerepel:

» a kalcineurin szerepének tanulmanyozdsa — mindenekeldtt a kalcineurin jelenlétét
és aktivitdsat kivantuk kimutatni csirkeporc kultirdkban, mivel csak kozvetett
bizonyitékok voltak erre vonatkozdan [15],

» a foszforilaciés-defoszforilacids folyamatok vizsgalata — Osszefiiggést kivantunk
keresni a foszforilacids és defoszforilacios folyamatok kozott a kalcineurint gatld
CsA és az Erk1/2 MAPK-t gatl6 PD098059 specifikus inhibitorok alkalmazasaval.

A mozgisszervi megbetegedések hatterében igen gyakran az iziileti felszineket
borité hialinporc szerkezetének megvéltozdsa, pusztuldsa all. A porc elvéltozasai gyakran
gyulladdsos korképek nyoman alakulnak ki (arthritisek), amikor jelentds oxidativ stressz
éri az iziiletek alkot6 elemeit. Ebbdl kiindulva vizsgélni kivdntuk a hidrogén-peroxiddal
kivaltott oxidativ stressz hatdsat:

» asejtek életképességére €s a sejtproliferaciora,

» a porcképzddésre, illetve a porcszovet egyik legjelentésebb proteoglikanjanak, az
aggrekan mRNS-szintjének valtozasara,

» az aggrekdn expresszidjat irdnyité Sox9 és a BMP gén expresszidjdban szerepet
jatszé NFAT transzkripcids faktorokra,

» aporcdifferencidcioban fontos szerepet jatsz6 Erk1/2 protein kindzra,

» akalcineurin transzkripciora, transzlaciéra és aktivitasra.

Kutatécsoportunk kordbban Iupus mononukledris sejtekben vizsgélta egyes
protein kindzok és foszfatizok szerepét. SLE-s betegek és egészséges donorok
forbolészterrel (PMA) és kalcium-ionoforral (A23187) stimuldlt mononukledris sejtjeiben

a Kkalcineurin enzimaktivitdsa lecsokkent [16]. Kutatdsunk a foszfatdz enzimaktivitas

26



csokkenésének lehetséges mechanizmusdnak felderitésére irdnyul, és az aldbbi kérdésekre
keressiik a vélaszt:
» A kalcineurin aktivitds-csokkenés a Ca-ionofor és/vagy a PMA hatdsiahoz
rendelhet6-e?
» Hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 PKC inhibitorok a kalcineurin expresszidjat és
aktivitasit stimuldlt human mononukledris sejtekben? Melyek azok a legfontosabb
PKC izoenzimek, amelyek részt vesznek a folyamatban?
» Melyik az a target molekula, amelyik a PKC reguldciéja révén csokkenti a
kalcineurin aktivitdsat a forbolészterrel és a Ca-ionoforral stimuldlt mononukledris

sejtekben?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

A kisérletekhez az aldbbi vegyszereket és anyagokat hasznaltuk a megjelolt forrasbol:
fotélis borjuszérum (Gibco, Gaithersburg, MD, USA); dimetil-metilénkék festék (Aldrich,
Germany); Ham’s F12 taptalaj, ciklosporin A, PD098059, A 23187, forbol-12-mirisztit-13
acetat, Protein A Sepharose gyanta (Sigma, St. Lois, MO, USA); metil—[3H]—timidin, ECL
reagens (Amersham, Biosciences, Anglia); alamarBlue (BioSource International, Inc.,
Camarillo, CA, USA); GF109203X, G66976, Rottlerin (Calbiochem, EMD Bioscience
Inc., Anglia); RNS izolél6 kit (Gentra Systems Inc., Minneapolis, MN, USA); RT-PCR-
hoz hasznélt primerek (Merck, Biosciences, Németorszdg) kvantitativ real time PCR-hoz
hasznélt primerek és probak, kétszeres toménységli TagMan® Universal PCR Master Mix
NoAmpErase® UNG, hiszszoros toménységli Assay Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA); az immunprecipiticidhoz és a Western blot analizishez hasznalt
antitesteket az [. tdbldzat adatai szerint. A tobbi alapvetd laboratériumi vegyszer a.lt.

mindségli volt €s a Spectrum 3D Kft. (Magyarorszag) szallitotta.

3.2. Sejttenyésztés

Hamburger-Hamilton szerint 22-24-es stddiumdban 1év0 csirkeembriok disztilis
végtagtelepeibdl porcosodé mezenchymalis sejteket izoldltunk, a sejtszuszpenziobdl
1,5x10" sejt/ml stirtiségli primer kultirdkat hoztunk létre. Milanyag Petri-csészék (Nunc,
Naperville, IL, USA) aljara 100-100 pl szuszpenzidt cseppentettiink, majd a sejteket 2 éran
keresztiil hagytuk kitapadni 5 % CO; és 95 % relativ pératartalom mellett 37°C-on CO,
inkubétorban. A koldnidkat 10 % f6télis borjuszérummal (Gibco, Gaithersburg, MD, USA)
kiegészitett Ham’s F12 t4ptalajjal (Sigma, St. Lois, MO) tiplaltuk. A kicseppentés napjat a

tenyésztés 0. napjanak tekintettiik.

3.3. Fénymikroszképos morfolégiai vizsgalat szamitogépes képanalizissel

Csirkeembridk végtagtelepeibdl izolalt kondrogenikus sejtek 30 pl-ébodl (nagy stiriségl,
high density, HD) kultirdkat hoztunk létre, amelyeket 24 lyukd platekben, kor alaku
feddlemezek felszinén (Menzel-Gldser, Menzel GmbH, Braunschweig, Németorszag)
tenyésztettiink. A kezelt és kezeletlen HD kulttirdkat a tenyésztés 6. napjan abszolit etanol

és 40 % formaldehid 4:1 ardanyu keverékével fixdltuk. A kultdrdkat 3 %-os ecetsav
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oldatban oldott 0,1 % dimetil-metilénkék festékkel (DMMB) festettiikk 5 percig, 3 %-os
ecetsav oldattal mostuk, és gumiardbikummal fedtiik le. Néhany kultirdt a DMMB 0,1 %-
os vizes oldatdval kezeltiink. A metakromézids porcteriiletek nagysigat négy fiiggetlen
kisérlet esetén minden egyes kisérleti csoportban tiz kultirdndl vizsgaltuk szamitdégépes

képanalizis segitségével, az értékeket atlagoltuk és 6sszehasonlitottuk (Student t-prébaval).

3.4. A sejtproliferacié vizsgalata [*H]-timidin beépiilésével

A sejtszuszpenzid 15 pl-es cseppjét 96 lyukd mikrotiter platekbe cseppentettiik, és a
sejteket ugyanolyan koriilmények kozott tenyésztettilk, mint a Petri csészékben 1évo
kultirdkat. Az 1 pCi/ml *H-timidint (torzsoldat: metil-[’H]-timidin, 37 MBq) tartalmazé
médiumot a sejttenyésztés 2., 3. €s 6. napjan adtuk hozza a sejtekhez és 16 Ordn at
inkubdltuk. A médium eltdvolitisa utdn a kultirdkat PBS (foszfat-puffer, 20 mM
Na,HPO,, 115 mM NaCl, pH 7.4) oldattal mostuk, majd jéghideg, 5 %-os triklérecetsav
oldat 20 perces alkalmazdsdval a szolubilis fehérjéket kicsaptuk és ismét PBS oldattal
mostuk. Ezt kdvetden a sejteket kalcium/magnézium mentes PSB oldatban oldott 0,25 %
tripszinnel emésztettilk 37°C-on 10 percig, majd félautomata sejt-harveszterrel (Skatron,
Norvégia) sziireteltik. A kolonidkat szcintilacidés szlir6papiron szaritottuk, és az
aktivitasukat folyadék szcintilacids detektorral (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) mértiik.
A méréseket négy fiiggetlen kisérlet esetén minden egyes kisérleti csoportban tiz
kultdraval hajtottuk végre. A mérési adatok szamitogépes statisztikai elemzését F-prébaval

végeztik.

3.5. A sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességének tanulmianyozdsara a sejteket 96 lyukd mikrotiter platekben
tenyésztettiik, €s 10 ul MTT (3-/4,5-dimetiltiazol-2/-2,5-difeniltetrazolium bromid; 25 mg
MTT/5 ml PBS) reagenst adtunk minden egyes kultirdhoz. A sejteket 2 6ran at 37°C-on
inkubdéltuk, majd 100 pl MTT szolubilizal6 oldatot adtunk hozza, és 570 nm-en mértiik az
abszorbancidt. A mononukledris sejtek kezelése utidn a sejtek (2 x 10° sejt/100 pl)
életképességének meghatdrozdsakor a sejteket alamarBlue reagenssel kezeltik a gyéari
leiras szerint (BioSource International, Inc., Camarillo, CA). A sejteket CO, termosztatban
inkubéltuk 37°C-on 45 percig, majd az alamarBlue fluoreszcens jelét detektaltuk
(excitaciés hulldmhossz 530 nm, emisszidés hulldimhossz 590 nm) Fluoroskan Acent FI

(Thermo Labsystems, Svédorszag) késziilék segitségével.
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3.6. Porcsejtek kezelése

Petri csészében novo porcsejt-kultdrdkat a tenyésztés 2. és 3. napjén 0,1, 1,0 és 4 mM H,0O,
oldattal kezeltiik 30 percig, amelyet 9 M (30 %) torzsoldatbdl a sejttenyésztéshez hasznalt
médiummal higitottunk. A kalcineurin aktivitdsdnak gatldsara 2 uM ciklosporin A-t
alkalmaztunk. A kulturdkat CsA-val a sejttenyésztés 2. és 3. napjan 4-4 dran at kezeltiik.
Az 5 pM PD098059, Erk1/2 inhibitorral folyamatosan kezeltiik a sejteket a tenyésztés 1.

napjatdl kezdve a tenyésztés befejezéséig.

3.7. Porcsejt kivonatok preparalasa

A porcsejt kulturdkat az oxidativ stresszt kovetden azonnal felszedtik, és 100 pl
homogenizél6 pufferben (50 mM Tris-HCI pH 7,0, 10 pg/ml Gordox, 10 pg/ml leupeptin,
1 mM fenilmetilszulfonil fluorit (PMSF), 5 mM benzamidin, 10 pg/ml tripszin inhibitor,
0,5 % Triton X-100) szuszpenddltuk. A sejtszuszpenzidt -70 °C-on taroltuk, majd a sejteket
kozvetleniil a kisérletek elott jeges-vizes hiités kozben ultrahanggal tartuk fel 4x30
madsodpercig 50-es ciklusszdmot alkalmazva (Branson Sonifier, Danbury, USA). A
sejtlizdtumot 10000xg-n centrifugdltuk 10 percig +4°C-on. A feliilisz6b6l azonnal
kalcineurin enzimaktivitds mérést végeztiink. Western-blot kisérlethez teljes sejtlizatumot
hasznéltunk. RT-PCR analizisre a porcsejt koldnidkat haromszor mostuk RN4z mentes

fiziol6gids sdoldattal, majd a kultirakat felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

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

Hat egészséges férfi donor (életkoruk 21-36) heparinnal kezelt vérébdl mononuklearis
sejtszuszpenziot allitottunk eld, melyben a limfocitdk 4atlagos ardnya 88-95 %, a
monocitdké 5-12 %. A sejtek kiilonb6z6 alosztily szerinti atlagoldasat aramldsos
citometridval végeztilkk: CD3+ 69,4 %, CD19+ 11,5 %, CD56+ 0,8 %, CD14+ 8,3 %
(Coulter EPICS XL aramlasos citométer, Coulter, Hialeah, FL., USA).

3.9. A PBMC Kkezelése és a mintak eléallitasa

A sejteket (5x10° sejt/ml) kiillonbdzé PKC inhibitorokkal (a cPKC és az nPKC izoenzimek
gatlasara 1 pM GF109203X, a cPKC izoenzimek gatldsiara 200 nM G66976, a PKCH
izoenzim gatldsara 10 pM Rottlerin) eldinkubdltuk egy 6rdn 4at. 5 pM Ca-ionoforral

és/vagy 80 nM forbol-12-mirisztat-13 acetéttal stimuldltuk kiilon-kiilon vagy egyidejiileg

30



PKC inhibitorok tdvollétében és jelenlétében 4 6ran at CO, termosztatban 37°C-on.

A PBMC stimuldldsa utédn a sejteket PBS oldattal alaposan dtmostuk, majd 100 pl
homogenizél6 pufferben (Id. 3.7. rész) szuszpendaltuk. A sejt szuszpenziét az ultrahangos
feltardsig (3 x 30 mp, ciklusszdm 50) -70°C-on tdroltuk. A szonikdldst kozvetleniil a
kisérletek elott végeztiik. A kalcineurin enzimaktivitast centrifugdlds (10000xg, 10 perc,
4°C) utdn a feliiliszobol azonnal mértiikk. Western blotra TritonX-100 nélkiili teljes
sejtlizatumot hasznaltunk. Az RT-PCR kisérletekhez a sejteket nukledz-mentes fiziologids

sooldattal haromszor dtmostuk és az RNS preparalasdaig —70°C-on taroltuk.

3.10. Kalcineurin enzimaktivitas mérése

A kalcineurin enzimaktivitdsat a >>P-vel jelzett inhibitor-1 szubsztratbdl az enzim éaltal
lehasitott **P; radioaktivitasinak mérésével hatdroztuk meg [117]. A reakcidkozeg (30 pl)
50 mM Tris puffert (pH 7,0), 3,4 ug/ml Gordoxot, 3,4 pug/ml leupeptint, | mM PMSF, 1,6
mM benzamidint, 3,4 pg/ml tripszin inhibitort, 40 pg/ml kalmodulint, 0,2 mM CaCl,-ot,
100 nM okadansavat (OA), 2 nM protein foszfatdz inhibitor-2-t, megfeleld6 mennyiségt
sejtkivonatot (2-3 mg/ml fehérje) és 2p_vel jelzett 11-t (20-30000 cpm/reakcié kozeg)
tartalmazott. A reakciokozeget 20 percig 30°C-on inkubaltuk. A reakciét 100 pl 20 %
triklor-ecetsav és 100 pl 6 mg/ml borji szérum albumin egyidejii hozzdadasédval allitottuk
le. Centrifugilds utin 180 pl feliiliszé **P; mennyiségét hatdroztuk meg Cserenkov-

sugarzas detektalasaval folyadék szcintillaciés detektorban.

3.11. A PKA enzimaktivitas mérése

A PKA enzimaktivitds méréséhez 1 mg/ml Hiszton I.A szubsztratot hasznaltunk. A
foszforilaciés reakciot 1 mg/ml H89 PKA inhibitor tavollétében és jelenlétében végeztiik.
A reakcidkodzeg (40 pl) 100 mM MES puffert (morfolin-etan-szulfonsav, pH 6,8), 3,4
pg/ml Gordoxot, 3,4 pg/ml leupeptint, 1 mM PMSF, 1,6 mM benzamidint, 3.4 pg/ml
tripszin inhibitort, 12 mM Mg-acetitot, 0,5 mM cAMP-t, 0,12 mM ATP-t, **P-ATP-t (1 x
10° cpm/reakcidkozeg), 1 mg/ml fehérjekivonatot tartalmazott. A reakcidét 10 percig
végeztilkk 30°C-on. A reakciét 30 pl reakcidelegy P-81 kromatografids papirra torténd
cseppentésével dllitottuk le, majd 0,25 % foszforsav oldatban hdromszor 10 percig mostuk.

2p, Cserenkov-sugérzasat folyadék szcintillaciés detektorral hatdroztuk meg.
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3.12. Immunprecipitacio

A mononukledris sejtszuszpenzidk feltirdsa utdn a mintdkat centrifugéltuk (13000xg, 10
perc, 4°C) és a felildsz6t haszndltuk immunprecipiticiés analizisre. Az
immunprecipiticiés puffer tartalma 20 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1
mM NazVO4, 1 mM NaF, 1 % Triton X-100, 10 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 5 mM
benzamidin és 10 pg/ml tripszin inhibitor volt. A 200 pg fehérjét tartalmazo sejtlizatumot
0,25 pg/ml anti-nyul IgG antitesttel és Protein A Sepharose gyantdval 2 6rdig 4°C-on
inkubéltuk. A centrifugalas utan (2000xg, 1 perc, 4°C) a feliiliszot 5 pl anti-Cabin 1
antitesttel kezeltik (2 6ra, 4°C), majd 50 pl Protein A Sepharose gyantit adtunk az
elotisztitott antitest-fehérje komplexet tartalmazo mintdkhoz és egy éjszakan at inkubaltuk
4°C-on. Az antigén-antitest-protein A komplexeket tartalmazé mintdkat centrifugaltuk
(1500xg, 5 perc, 4°C), a feliiliszét eldobtuk és a pelletet hiaromszor mostuk
immunprecipiticiés pufferrel. A pellethez fele térfogatd, kétszeres toménységii SDS
mintapuffert adtunk (124 mM Tris-HCI pH 6,8, 4 % SDS, 20 % glicerol, 40 mM DTT,
0,004 % brom-fenolkék) és 5 percig foztiik.

3.13. Western blot analizis

Western blot kisérlethez teljes csirkeporc sejtlizitumot hasznaltunk. A mintdkat 6tszoros
toménységli elektroforézis minta pufferben (310 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 % SDS, 50 %
glicerol, 100 mM DTT, 0,01 % bromofenol kék) vettiik fel és 10 percig foztiik. Csirkeporc
sejtek estén kb. 70-80 pg, mononukledris sejtek esetén 10-50 pg fehérjét szeparaltunk SDS
alapud gélen. A kalcineurin, a (foszfo)-Sox9 és a difoszfo Erk1/2 detektalasara 10 %-os gélt,
az NFAT4 esetén 6 %-os, a Cabin 1 fehérje tanulmianyozdsara pedig 5%-os gélt
hasznédltunk. A fehérjéket elektroforézissel nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A
membranokat PBST-ben (0,1 % Tween 20, 20 mM Na,HPO,4, 115 mM NaCl, pH 7,4)
oldott 5 % sovany tejporral blokkoltuk, majd mostuk, ezt kdvetden az elsé antitesttel (1.
tdblazat) egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk. A Cabin 1 foszfo-Ser detektdlasanal a
membrant PBST-ben oldott 3 %-os BSA-val blokkoltuk. A membranokat az elsd antitest
utdn haromszor 10 percig mostuk PBST oldattal, majd a masodik antitesttel (/. tdbldzat)
inkubéltuk szobahdémérsékleten, egy 6rdn at. A mdasodik antitesteket 1 % sovany tejport

tartalmazé PBST oldattal higitottuk. A jeleket ECL reagenssel detektaltuk.

32



1. tablazat. A Westren blot analizis soran hasznalt antitestek bemutatasa

Kimutatando 1. antitest 2. antitest

fehérje

kalcineurin monoklondlis anti-kalcineurin anti-egér IgG
(o-subunit) (Sigma, St. Lois, MO)
(Sigma, St. Lois, MO) 1:1000 (porcsejteknél) ill.
1:300 1:2000 (mononuklearis

sejteknél)

Sox9 poliklonélis anti-Sox9 anti-kecske IgG
(Santa Cruz Biotechnology, Santa (Sigma, St. Lois, MO)
Cruz, CA, USA) 1:50 (1:12000)

foszfo-Sox9 poliklondlis anti-foszfo-Sox9 anti-nyul IgG
(Abcam Ltd, Cambridge, Anglia) (Sigma, St. Lois, MO)
1:400 1:2000

difoszfo-Erk1/2 | monoklondlis anti-MAP kindz, Thr és | anti-nyudl IgG
Tyr oldalldancokon difoszforildlt (Sigma, St. Lois, MO)
Erk1/2 1:12000
(Sigma, St. Lois, MO)
1:50

NFAT4 poliklondlis anti-NFAT4 anti-nyul IgG
(Santa Cruz Biotechnology, Santa (Sigma, St. Lois, MO)
Cruz, CA, USA) 1:2000
1:200

Cabin 1 poliklonélis anti-Cabin 1 anti-nyul IgG
(Affinity BioReagent, Golden, CO) (Sigma, St. Lois, MO)
1:500 1:2000

foszfo-Ser monoklondlis anti-foszfo-Ser anti-egér IgG
(Calbiochem, EMD, Bioscience Inc., | (Sigma, St. Lois, MO)
San Diego, CA) 1:2000
1:50

3.14. RT-PCR analizis

A sejtekbdl totdl RNS-t izoldltunk RNS izolaciés kit segitségével a gydri leirds szerint
(Gentra Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). A reverz transzkriptiz (RT) reakcié
kozege 2 pg RNS-t, 0,112 puM oligo(dT)-t, 0,5 mM dNTP-t és 200 U M-MLV RT-t
tartalmazott egyszeres RT pufferben. A polimeraz lancreakciéhoz (PCR) haszndlt primer

parokat terveztiik, szekvencidit a 2. tdbldzat mutatja be.
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2. tabldazat. Az RT-PCR analizishez hasznalt primerparok bemutatasa

Gének Primerek szekvenciai

csirke kalcineurin Sense 5’-CTG CTC TGA TGA ACC AACAGT T -3’
Antisense 5’-ACG GCA AGG ACC AGG TAA ACA-3’

csirke kollagén Sense 5’-CAG TCG CTG TCC CCA TAG-3’
Antisense 5’-ACG TGG AAA CCG CCG TTG-3’

csirke aggrekan Sense 5’-CAA TGC AGA GTA CAG AGA-3’
Antisense 5’-TCT GTC TCA CGG ACA CCG-3’

csirke Sox9 Sense 5’-CCC CAA CGC CAT CTT CAA-3’
Antisense 5’-CTG CTG ATG CCG TAG GTA-3

csirke GAPDH Sense 5’-GAG AAC GGG AAA CTT GTC AT-3
Antisense 5’-GGC AGG TCA GGT CAA CAA-3

human kalcineurin Sense 5’-TAC CCT GCA GTT TGT GAA TT-3’
Antisense 5’-ATA TGT TGA GCA CAT TTA CCA-3’

human GAPDH Sense 5’-CCA GAA GAC TGT GGA TGG CC-3’
Antisense 5’-CTG TAG CCA AAT TCG TTG TC-3’

A PCR-t a kovetkez0 hoémérsékleti profil mellett végeztik (PCR Express
Temperature Cycling System, Hybaid, Anglia): 94 °C, 1 perc, ezt egy 30-as ciklus kovette
(94 °C, 30 mp, 54 °C, 30 mp, 72 °C, 30 mp) és végiil 72 °C, 5 perc. A PCR termékekhez
Otszords toménységli DNS mintapuffert (0,41 % brém-fenolkék, 66,6 % szachar6z TAE
pufferben: 0,4 M Tris-HCI, pH 8,5, 0,19 M ecetsav és 0,016 M EDTA) adtunk és

gélelektroforézissel tanulmédnyoztuk etidium-bromidot tartalmazé 1,2 % agaréz gélben.

3.15. Kvantitativ Real Time RT-PCR analizis

A totdl RNS izoldldsat és az RT reakcidt a fentebb leirt médon végeztiilk. TagMan préba
alapu, kétlépéses kvantitativ real time PCR-hoz, a GAPDH, az aggrekan, a Sox9 és a
kalcineurin mRNS szintjének tanulméanyozasara az ABI (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) dltal eldallitott primereket és probakat hasznédltunk. A PCR reakciokozege (20

ul) egy mintara a kdvetkezd: 10 ul kétszeres toménységli TagMan® Universal PCR Master

34




Mix NoAmpErase® UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1 ul hiszszoros
toménységli Assay Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), 9 ul higitott cDNS (az
aggrekdn, a kalcineurin, a GAPDH esetén 500 ng cDNS/assay, a Sox9 esetén 250 ng
cDNS/assay). A PCR-t a kovetkez6 homérsékleti profil mellett végeztiik: 95°C 10 perc
(egy ciklus), 95°C 25 mp, 60°C 1 perc (45 ciklus). A szoftver a fluoreszcens jel
adatgylijtését az utébbi 1épésnél (60°C 1 perc) végzi. Az ABI Q-PCR késziilék szoftvere
minden egyes mintara az Rn — Cn vagy a IgRn — Cn 0sszefiiggést dbrdzolja grafikusan,
ahol az Rn az n-dik ciklusszamban (Cn) mért fluoreszcencia (Rn+) és a hattér
fluoreszcencia (Rn-) kiilonbsége. A kiiszobértéket manudlisan gy allitottuk be, hogy a
kiiszobérték minden 6sszehasonlitott mintdndl az exponencialis fazisban legyen. A szoftver
a kiiszobértéknél magasabb fluoreszcencidt mutatd, de még az exponencidlis fazishoz
tartozd 3-6 ciklusbdl szamitja ki a Cr-t extrapoldlast alkalmazva. Az illesztett egyenes €s a

kiiszobérték metszéspontja adja meg a Cr értéket (4. dbra).

. . FL ] ‘|‘+Rn
minta ™

kiiszobérték . AR,

LaP B Bl Pem B M ofos save 60 Seeses seeed ~Rn
>

alapvonal

Cr templat nélkiili kontroll

t t t 1
0 10 20 30 40

ciklusszam

4. dbra. A real time RT-PCR kvantitalasahoz hasznalt paraméterek
grafikus abrazolasa

A mintdk 0Osszehasonlithatésaga érdekében tOobbszoros normalizdldsra van
szilkség. A PCR 0Osszemérésébdl add6dd pontatlansdgokat a késziilék szoftvere
automatikusan korrigdlja a mintdban jelenlévé belsé referenciafesték fluoreszcencidja
alapjan. Ez a referencia festék a ROX, amelyet a PCR Master Mix tartalmazta. Bioldgiai

szempontb6l relevdns normalizdlds a GAPDH, mint belsé referencia gén, mRNS
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képiaszdmaval tortént, ugyanis a GAPDH mRNS mennyisége a kezelések hatdsidra nem
valtozott. A szoftver a kovetkezd algoritmust haszndlja a mRNS szint véaltozdsok
meghatdrozasanal:

véltozas a kezeletlen minta vizsgéalt génjének mRNS szintjéhez viszonyitva = 288C,
ahol a AACt = ACt (kontrol) = ACT (kezel),

ACT (kOl’ltI' OH) = étlag CT (kezeletlen minta, vizsgalt gén) — étlag CT (kezeletlen minta, GAPDH)

ACT (kezelt) = é-tlag CT (kezelt minta, vizsgdlt gén) — éﬂag CT (kezelt minta, GAPDH)

3.16. Statisztikai analizis

A mérési atlagok standard hibait (SEM), valamint a standard devidcidkat (£SD) a Student
t-probdval hatdroztuk meg. Az enzimaktivitds, ill. a mRNS- és a fehérjeszintek
denzitometrids analizisénél porcsejtek esetén +SD-t szamitottunk 3-4 fiiggetlen kisérlet
adataib6l. A mononukledris sejteknél 3-6 egészséges donor esetén kapott adatokat

atlagoltuk és SEM statisztikai analizist végeztiink.
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4. Eredmények

4.1. Jelatviteli palyak vizsgalata csirkeporc kultiarakban

4.1.1. A porcspecifikus markerek és a Sox9 transzkripcios faktor valtozasa a porc-
differenciacio soran

Csirkeembriok végtagtelepeibdl szdrmazé mezenchymilis sejtkultdrdban a 6.
napon spontdn porcképzddést figyelhetiink meg. Ez a differencidcidés folyamat a
kondrogenikus sejtek kondenzicidjaval kezdddik, amit a kezdetleges porcnodulusok érése
kovet. A nodulusok sejtjei sejt-sejt kontaktusokat hoznak létre, kiilonb6z0 parakrin és
endokrin szignalok hatdséra érett porcsejtekké differencidlédnak. A nagy stirtiségii kultirak
fiatal porcsejtjei a tenyésztés kb. 3. napjan II-tipusi kollagénban, aggrekdnban,
porcspecifikus proteoglikdnban gazdag specifikus extracelluldris maétrixot kezdenek
transzkripcids faktor mellett a Sox9 is nagymértékben szabdlyozza. A porcdifferenciaci
sordn a Sox9 mRNS és fehérje szintjének valtozasat RT-PCR és Western blot technikdval
kovettiik nyomon (5. és 6. dbrdk).

Irodalmi adatokkal ©sszhangban [67-69] megfigyeltiikk, hogy a porcspecifikus
proteoglikan, az aggrekdn expresszidjat irdnyité Sox9 transzkripcids faktor kifejezddése a
kondrogenézis korai szakaszaban erdteljes. Mind a mRNS (6. dbra), mind a fehérje szintje

(5. dbra) a 2-4. napokon volt a legmagasabb.

tenyésztési nap
2. 3. 4. 6.
67 kDa | "% s S | Sox9

5. dbra. A Sox9 fehérje szintjének valtozasa a porcdifferenciacio soran
A Sox9 fehérje Western blotja. A Western-blot 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemz6 eredménye.

37



tenyésztési nap

0. 1. 2. 3. 4. .

380 bp - . e e == | sox9
430 bp ——— aggrekan
HIODP | ot o o s e [ KOllagén
556 bp | e G S S S S | GAPDH
(@
§.000
7.000
aggrekan
6.000

5.000
Rn| #000
3.000
2.000

1.000

S. nap \

0.000

123456 78 910111213 1415161718192021 222324262627 28203031 323334 353637 3839404142434445

6. dbra. A Sox9 transzkripcios faktor, a porcspecifikus markerek (aggrekan, kollagén)
és a GAPDH mRNS szintjének valtozasa a porcdifferenciaciéban

A mRNS szintben bekovetkezd valtozdsok vizsgilata RT-PCR technikdval. Endogén

kontrollnak a GAPDH mRNS szintjét tekintettiik. A savok 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemzd

eredményét reprezentdljak (a). Az aggrekdn mRNS szintjének mennyiségi meghatirozasa

real time RT-PCR technikdval Az Rn - ciklusszdm Osszefiiggés véltozdsa a tenyésztési

napok (1-6.) szerint (b).

ciklusszam

(b)
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Ennek megfeleléen az aggrekdn mRNS szintje a porcdifferencidcié sordn fokozatosan
novekedett, ami elengedhetetlen az extracelluldris métrix kialakuldsdhoz. A porcmatrix
mdasik f6 komponensének, a kollagénnek a transzkripciéja pedig a hatodik napon
lecsokkent. Belsé kontrollnak a GAPDH mRNS szintjét tekintettiikk, ami mindvégig
alland6 maradt a sejttenyésztés ideje alatt (6. dbra). Az aggrekdan és a Sox9 mRNS
szintjének valtozdsit TagMan alapu, relativ real time RT-PCR technikdval is nyomon
kovettiik. Belso refencidnak a GAPDH-t hasznéltuk. A Cr értékek meghatirozdsahoz a
kiiszobértékeket manudlisan llitottuk be, majd a 2*4“r algoritmust hasznalva kiszamoltuk
a targetgének mennyiségi viltozdsat az elsd nap kontrolljAnak mRNS szintjéhez
viszonyitva (6. dbra és 3. tabldzat). A mRNS szintek kvantitativ meghatdrozdsakor harom
parhuzamos mérést végeztiink minden egyes kisérleti csoport esetén. Az aggrekdn és a
GAPDH gén vizsgdlatakor kapott amplifikicios gorbékbol meghatirozott Cr értékek
atlagit a 3. tdbldzat szemlélteti. Kiszamitottuk az aggrekédn 4tlagolt Cr értékeinek €és a
GAPDH itlagolt Cr értékeinek a kiilonbségét minden egyes minta esetén, majd az aldbbi
algoritmus alapjan meghatdroztuk a AACr értékeket, ebbdl pedig a vizsgilt gén relativ
mennyiségét az 1. nap kontrolljdhoz viszonyitva (2%%Cp):
AACt = ACr (1. nap kontroll) = ACT (1. nap)

A Sox9 mRNS szintjének kvantitativ kiértékelésekor ugyanigy jartunk el, mint az

aggrekan esetén. A Sox9 mRNS szintjének véltozasat a porcdifferenciacidban a 3. tdbldzat

mutatja be.

3. tabldzat. Az aggrekan és a Sox9 mRNS szintjének valtozasa a porcdifferenciaciéoban
Az aggrekdn és a Sox9 mRNS szintjének mennyiségi meghatdrozdsa a 2°““r algoritmus

alapjan.
aggrekan | GAPDH aggrekan Sox9
tenyésztési

nap Atlag Cr Atlag Cr ACr AACt 284C /A€,
1. 28,609 | 18,192 10,417 0,000 1 1
2. 26,219 | 17,054 9,165 1,252 2 22
3. 25,232 | 18,300 6,932 3,485 11 23
4. 24,029 | 18,053 5,976 4,441 21 28
5. 23,290 | 17,795 5,495 4,922 30 17
6. 23,223 | 18,431 4,792 5,625 49 11
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4.1.2. Az oxidativ stressz hatasa a kondrogenézisre

Kimutattdk, hogy a ROS termelése fokozza az iziiletei megbetegedéseket, igy pl.
az osteoarthritis és a rheumatoid arthritis kialakuldsat, de az {ziileti betegségek
inicidcidjdban és progresszidjaban betoltott szerepiik még részleteiben nem tisztizott. A
ROS eldidézheti a porcmatrix komponenseinek a karosodasit vagy kozvetleniil, vagy
kozvetve azéltal, hogy csokkenti a matrix komponenseinek szintézisét, illetve azéltal, hogy
apoptozist indukal, vagy litens metalloproteineket aktival [94]. fziileti gyulladdsok sordn
az iziileti nedvben 1évo polimorfonukledris leukocitdk és makrofagok hidrogén-peroxidot
termelnek [99]. Ezért vizsgaltuk az oxidativ stressz hatdsat a porcképzdodésre, a
kondrogenézisben fontos szerepet jatszo jelatviteli palydk enzimeire €s transzkripcids
faktoraira.

A porcképzddés viszonylagos mértékét metakromazias analizissel lehet
megéllapitani, melynek sordn a porcmatrixban 1évé proteoglikdn glikézaminoglikdn
oldallincainak mennyiségét detektdljuk dimetil-metilénkék festékkel. Amikor a
porcképzddést a tenyésztés 2. és 3. napjin kiillonboz6 koncentricidji hidrogén-peroxiddal
indukélt oxidativ stresszel zavartuk meg, a hat napos sejtkultirdkban metakromdzia
csokkenést figyeltink meg. Mar 0,1 mM H;0, jelentdés csokkenést okozott a
porcképzddésben, nagyobb H,O, koncentrdciokndl a hatds fokozatosan emelkedett (7.
dbra).

Az oxidativ stessz altal okozott kondrogenézis gatlast az aggrekan és a Sox9
transzkripciés faktor mRNS szintjeinek RT-PCR és real time RT-PCR technikaval
kovettiik nyomon. A H,O, mindkét fehérje mRNS szintjét csokkentette koncentracio-fiiggd
médon. A metakromdzids analizissel Gsszhangban a porcmatrix kialakulasaért felelds
aggrekan és ennek a transzkripcidjat szabalyozé Sox9 mRNS szintje lecsokkent az oxidativ

stresszt kovetden, legnagyobb mértékben 4,0 mM H,O; hatasara. (8. dbra és 4. tdbldzat).
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7. dbra. A hidrogén-peroxid hatasa a porcosodé kultirakra
A metakromatikusan festédd porcteriiletek a hat napos kolénidkban a 3 % ecetsavban
oldott DMMB festést kovetden. A szdzalékos értékek négy fiiggetlen kisérletbdl szamolt

porcteriilet relativ nagysdgat (valamennyi kisérleti csoport esetén tiz mérés atlaga) jelzik,
amit a 6. napos kultirdk sejtszamara normalizaltunk.

H202 [mM]

kontroll

01 1,0 4,0

330 bp | B | sox0

556 bp | e - - -| GAPDH

[———

8. dbra. Az oxidativ stressz hatasa a porcosodo kultirak marker fehérjéire
A hidrogén-peroxid kezelés hatdsdnak tanulméanyozasa a porcspecifikus proteoglikan, az
aggrekan és a Sox9 transzkripciés faktor mRNS szintjére a hdarom napos porcsejt

kultdrdakban. Bels6é kontrollnak a GAPDH mRNS szintjét tekintettiik. A siavok 3-4
fiiggetlen kisérlet jellemz6 eredményét mutatjak.
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4. tdbldzat. Az aggrekan és a Sox9 mRNS szintjének valtozasa

az oxidativ stresszt kovetden

A mennyiségi meghatdrozds az amplifikiciés gorbe alapjan a 2°°C; algoritmus

felhasznalasaval tortént.

H,0,

kontroll 0,1 mM 1,0 mM 4,0 mM
28%€ (aggrekan) 1 1 0,098 0,021
2% (Sox9) 1 0,5 0,027 0,023

Ismeretes az oxidativ stressz citotoxikus hatdsa, ezért vizsgaltuk a sejtproliferaco

és az életképesség valtozasat a hidrogén-peroxiddal kezelt kultirdkban. Léthat6, hogy a

porcsejtek proliferaci6janak mértéke szignifikdnsan csokkent mar 0,1 mM H,O, hatdsara

(kb. 25 %-kal) és 4 mM H,0, jelenlétében a 3. napos kultirdk sejtjeinek DNS-ébe vald

[*H]-timidin beépiilés alig volt mérhetd (9. dbra). Ennek ellenére a kondrocitik 70-85 %-a

életképes maradt még 1,0 vagy 4,0 mM H,0, jelenlétében is (/0. dbra).

[*H]-timidin beépiilés

9. dbra. A sejtproliferacié vizsgalata a porcosodé kultarak

[
S
=]

n
=

=

T
L
%
%
ﬂ *
kontroll 0,1 1,0 4,0

<
«

H202 [mM]

hidrogén-peroxid kezelését kovetéen

A kisérleteket a masodik H,O,-kezelést kovetden a 3. napon végeztiik. Az oszlopok harom

fiiggetlen kisérlet atlagat + SD mutatjdk. A * a szignifikdns vdltozdsokat jelenti a

kontrollhoz képest, mely minden esetben P < 0,01.
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10. dbra. Az oxidativ stressz hatasa a sejtek életképességére
A citotoxicitds vizsgélatira MTT mddszert hasznéltunk. A mérést a masodik H,O,-kezelést
kovetéen a 3. napon végeztiik. Az oszlopokon hiarom fiiggetlen kisérlet atlagat £ SD

tiintetik fel. A * szignifikdns valtozdst (P < 0,01) jelenti a kontrollhoz képest.

A kondrogenézis mértéke fiigg a sejtstirliségtdl is, ezért vizsgiltuk annak a
lehetoségét, hogy a porcképzodés csokkenése nem tulajdonithaté-e az alacsony
sejtszamnak? Meghataroztuk a sejtszamot a hat napos kontrollban és az oxidativ stressznek

kitett sejtkultdrakban is (/1. dbra).

100 - ES
§ | b
\% *
3 50 -
Z
3
Q i
0
kontrall 0,1 1,0 4,0
HzOz [mM]

11. dbra. A porcosodé kultirak sejtszama az oxidativ stresszt kovetoen
A sejtszamolast tripszines emésztés elozte meg a masodik H,O,-kezelést kovetden a 6.

napon. Az oszlopok hdrom fiiggetlen kisérlet 4tlagit + SD tiintetik fel. A * szignifikdns
véltozédsokat jelenti a kontrollhoz képest, P < 0,01.
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A 1l. dbra adatai szerint 0,1, 1,0 és 4,0 mM hidrogén-peroxiddal kezelt
kultdrdkban a sejtszdm a H,O, koncentriciéval ardnyosan 94, 75 és 54 %-ra csokkent. A
tovabbi kisérletekben mds kutatécsoportok [99,119] dltal is hasznalt 1,0 mM H,O,
koncentraciot hasznaltuk, mert a H;O, ebben a koncentraciéban szignifikdnsan gitolta a

kondrogenézist, ugyanakkor citotoxikus hatdsa nem volt.

4.1.3. A kalcineurin szerepe a kondrogenézisben
Ismert, hogy a kalcineurin aktivitasat az oxidativ stressz befolydsolja [27],
tovabbd a kalcineurin az NFAT4/BMP2-n keresztiil a kondrogenézis pozitiv reguldtora
[15]. Ezért tanulmanyoztuk a kalcineurin szerepét az oxidativ stressz dltal gatolt
kondrogenézisben. Tomita és mtsai a kalcineurin jelenlétére csirkeporc kultirdkban CsA-
val kezelt porcmatrix alcian kék festésébol kovetkeztettek. Megfigyelték, hogy a kultirak
kezelése CsA-val csokkentette a porcmatrix lerakddasat [15], de kozvetlen bizonyitékot
nem szolgéltattak a kalcineurin jelenlétére a porcsejtekben. Ezért vizsgaltuk a kalcineurin
mRNS és fehérjeszintjét kondrogenikus sejtekben a porcdifferencidcié folyaman. RT-PCR
és Western-blot technikdval egyardnt kimutattuk a kalcineurin jelenlétét csirkeporc
kultirdkban (/2. dbra).
tenyésztési nap
1. 2. 3. 4. 6.
514 bp | == e —

— kalcineurin

556 bp | NS e s s | GAPDH

(a)

tenyésztési nap
1. 2. 3. 4. 6.
60 kDa | - o ae | K2ICIDEUTIN

(b)

12. dbra. A Kkalcineurin mRNS és fehérje szintjének valtozasa a
kezeletlen csirkeporc kultirakban
A kalcineurin mRNS szintjének tanulméanyozasa RT-PCR technikaval. Az als6 panel az
endogén kontrolként szolgdlé GAPDH expresszids szintjét mutatja (a). A kalcineurin
fehérje szintjének vizsgilata Western blot technikdval (b).
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A [2. dbra szerint a kalcineurin A (katalitikus) alegységének mRNS szintje
fokozatosan csokkent a tenyésztés sordn, fehérje szinten ezek a véltozdsok kevésbé voltak
jelentdsek.

Az enzimfehérje jelenléte a sejtben (ill. a sejtkivonatban) nem jelenti
sziikségszertien azt, hogy katalitikusan is aktiv formdban van jelen, ezért meghatdroztuk a
kalcineurin katalitikus aktivitdsit a sejttenyésztés folyamdn a HD sejtek a
homogenizdtumaban. A kalcineurin legnagyobb enzimaktivitisat az 1. és a 2. napon

mértiik, a tenyésztés 6. napjra az aktivitas jelentésen csokkent (/3. dbra).

[
S
<

kalcineurin aktivitas (%)
9]
[—]

1. 2. 3. 4. 6.

tenyésztési nap

13. dbra. A Kkalcineurin aktivitas valtozasa a sejttenyésztés soran
A kalcineurin aktivitas szignifikdns valtozast mutat az els6 naphoz viszonyitva (P < 0,02),
az elsé és masodik napon mért kalcineurin aktivitds kozott nincs szignifikans kiilonbség.

Igazolva a kalcineurin jelenlétét és aktivitasat csirkeporc kultirdkban, vizsgalni
kivantuk, milyen szerepet tolt be a porcdifferenciacioban. Az egyik lehetséges
megkozelités a kalcineurin élettani szerepének vizsgalatara az enzim aktivitdsdnak gatlasa
megfeleld sejtpermedbilis inhibitorral. A kalcineurin jol ismert farmakolégiai inhibitora a
ciklosporin A, CsA [6,8]. Amikor a kondrogenikus sejteket a tenyésztés 2. és 3. napjan 4-4
ordig 2 pM CsA-val kezeltik, a porcképzodésben jelentds mértékii csokkenést

figyelhettiink meg, amit a hat napos porcsejtek metakromazids festése igazolt (/4. dbra).
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CsA (18%)

14. dbra. A CsA hatasa a porcosodé kultirakra
A metakromdazidsan festédd porcteriiletek a hat napos nagy striiségli kolénidkban. A
kondrogenikus sejteket a tenyésztés 2. és 3. napjan 4-4 ordig 2 uM CsA-val kezeltik. A
szazalékos értékek négy fiiggetlen kisérletbol szamolt porcteriiletek relativ nagysagat
(valamennyi kisérleti csoport esetén 10-10 mérés atlaga) jelzik, amit a hat napos kultirak
sejtszdmdéra normalizéltunk. A kontroll %-dban kifejezett sejtszdm 86+6% volt a CsA
kezelést kovetden.

A CsA-val kezelt porctelepek csokkenésének magyarazatat akartuk a tovabbiakban
felderiteni. A metakromazias festéssel dsszhangban, a CsA csokkentette a porcspecifikus
proteoglikan, az aggrekdin mRNS szintjét, ugyanis visszaszoritotta az aggrekan
expresszigjat irdnyitdé Sox9 transzkripcidjat (15. dbra). A kalcineurin mRNS és
fehérjeexpresszids szintje pedig emelkedett a kezelést kovetden, ami kompenzacids

hat4sként jelenhet meg a CsA kezeléssel szemben (/5. dbra).
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15. dbra. A CsA hatasa porcosodo kultirakra
A kultdrdkat a tenyésztés 2. és 3. napjan 4 ordig kezeltiik CsA-val. Az RT-PCR (a) és a
Westren-blot (b) analizishez hdrom napos sejtkultirdkat haszndltunk. Valamennyi RT-
PCR és Western-blot 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemz6 eredményét mutatja be.

2 uM CsA a kalcineurin enzimaktivitasat mintegy 25 %-ban gitolta (16 dbra),
ugyanakkor a sejtek életképességében €s a sejtszimban nem okozott szignifikans valtozast
(a kezeletlen kontroll szazalékaban kifejezett sejtszam 86 + 2 %, az életképesség 83 £ 6 %

volt a CsA kezelést kovetden).

S 100 I
§ E3
=
N
= i
= 50
S
=
[-%]
R=
=
S 0
kontroll CsA

16. dbra. A CsA hatasa a porcosodé kultarak kalcineurin aktivitasara
A porcsejt kultirdk kezelését a 15. dbrdnal leirt médon végeztik. A hdrom napos
sejtkultdrakbol mért kalcineurin aktivitdsok négy fiiggetlen kisérlet atlagat + SD mutatjak
be. A CsA-val kezelt mintdkban mért kalcineurin aktivitds szignifikdns kiilonbséget mutat

a kontrollhoz képest (¥ P < 0,02).

47



4.1.4. A kalcineurin szerepe az oxidativ stressz kondrogenézis gatlasaban

Célul tiztiik ki, hogy felderitsiik, vajon a kalcineurinnak szerepe van-e a H,O,
altal indukélt oxidativ stressz kondrogenézis gatldsdban, ezért az enzim aktivitdsdban és
expresszids szintjében bekodvetkezd valtozdsokat vizsgdltuk az oxidativ stressznek Kkitett
porcsejt kultirakban. A nagy stiriiségli kondrogenikus sejteket 30 percig 1,0 mM H,0,-dal
kezeltik a tenyésztés 2. és 3. napjan. A 17. dbra mutatja, hogy a kalcineurin
enzimaktivitasa kb. 50 %-kal csokkent és a H»>O, visszaszoritotta a kalcineurin

transzkripcidjat €s transzlacidjat is.

S 100 I
[72]
i
= *
N
=
= 50
o
=
-5}
=
=
g o0
kontroll
(a)
£ Q = 2
- =z =
514 bp | eem -l kalcineurin 60 kDa | ‘s W | kalcineurin

(b) (©

17. dbra. Az oxidativ stressz hatasa a kalcineurin aktivitasara, transzkripcidjara és

s sz0e 2

A kultdrdkat a tenyésztés 2. és 3. napjan 30 percig kezeltiik H,O,-vel. Az enzimaktivitds
méréshez (a) az RT-PCR (b) és a Western-blot (¢) analizishez hdrom napos sejtkultirikat
hasznéltunk. A harom napos sejtkultirakbol mért kalcineurin aktivitisok négy fiiggetlen
kisérlet atlagat+ SD mutatjdk be. A H,O,-vel kezelt mintdkban mért kalcineurin aktivitas
szignifikédns kiilonbséget mutat a kontrollhoz képest (* P < 0,02). Valamennyi RT-PCR és

Western-blot 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemz6 eredményét mutatja be.
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4.1.5. A MAPK/Erk1/2 jelpalya szerepe a kondrogenézisben
Ismeretes, hogy a MAPK utvonalak egyes elemei feltételezett medidtorai

lehetnek az oxidativ stressznek és az Erk1/2 negativ regulatora a kondrogenézisnek [85].
Az Erk1/2 sejtpermedbilis gatloszerének (PD098059 inhibitornak) hatdsat tanulmanyoztuk

a porcképzddésre (8. dbra).

kontroll

18. dbra. CsA, H,O; és PD098059 (PD) hatasa porcosodoé kultirakra
A metakromdzidsan festddd porcteriiletek a hat napos kolénidkban. A kultdrdkat a

tenyésztés 2. €s 3. napjan 30 percig kezeltiik HyO,-vel, ill. 4 6rdig CsA-val. A kisérleti
csoportnak megfeleléen a kolénidkat PD098059, Erk1/2 inhibitorral folyamatosan kezeltiik
a tenyésztés 1. napjatol.
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A porctelepek metakromdzids analizise alapjdn a porcsejtek PD098059
inhibitorral torténd kezelése stimuldlta a porcmatrix lerakédasat és csokkentette a HyO,, ill.
a CsA hatdsira bekovetkezd porcmatrix deplécidt (/8. dbra és 5. tdbldzar). A

porcképzddés mértéke fiigg a sejtszamtodl, igy a porcteriiletek relativ nagysagat a hat napos

kultirak sejtszamara normalizaltuk.

5.tdbldzat. CsA, HO, és PD098059 hatasa porcosodoé kultirakra
A szamok négy fiiggetlen kisérletbdl szamolt porcteriilet relativ nagysigat (valamennyi

kisérleti csoport esetén tiz mérés 4tlaga) jelzik, amit a hat napos kultirdk sejtszdmaéra
normalizaltunk.

kontroll PD H,0, PD+ H,0, CsA PD+CsA

porcteriilet 100 125 62 186 18 94
nagysaga (%)

Megfigyeltiikk, hogy az FErkl1/2 gitldsa fokozta a porc képzOdését és
visszaszoritotta az oxidativ stressz, ill. a CsA porcképzddésre kifejtett gatld hatdsat.
Tanulmdnyozni kivantuk az Erk1/2 aktivitdsdnak valtozdsat H,O,-vel kezelt kultirdkban
is. Mivel az Erk1/2 aktivitasit foszforildcidja szabdlyozza, igy foszforildcids szintjének
valtozasat difoszforildlt Erk1/2 ellen termeltetett antitesttel vizsgaltuk. Harom napos
porcsejtek H,O, kezelését kovetden jelentdsen fokozddott az Erkl Thr és Tyr
foszforilacidja. Az oxidativ stressz megemelte a kinaz foszforilacids szintjét. Megfigyeltiik

azt is, hogy a kalcineurin gatldsa CsA-val szintén fokozta a kettdsen foszforildlt Erkl

mennyiségét (19. dbra).
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19. dbra. A CsA és a H,0; hatasa porcosodo kultirak Erk1/2 MAPK aktivitasara
PD098059 tavollétében és jelenlétében
A foszfo-Erkl Western blotja. A mintdkat hdrom napos sejtkultirdkbdl allitottuk eld. A
blot 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemz6 eredményét reprezentdlja.



A PD098059 MEK inhibitor visszaszoritotta az Erk1 foszforilacigjat. A PD098059
kezelés a CsA- és a H,O,-kezelést kovetden is csokkentette az Erkl foszforildcidjat.
Vizsgaltuk, hogyan befolyésolta az Erk1/2 gétlészer a porcdifferencidcidban kulcsszerepet
jatsz6 Sox9 transzkripcids faktor mRNS-szintjét, valamint a porcmatrix egyik f6
komponensének, az aggrekdnnak a transzkripciéjat oxidativ stressz és CsA kezelést
kovetden is. Megfigyeltiik, hogy a PD098059 részben megakaddlyozta mind a Sox9

transzkripcids faktor, mind az aggrekan mRNS szintjének csokkenését. (20. dbra).
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20. dbra. Az Erk1/2 gatlasanak hatasa a CsA-val és a H,0,-vel kezelt porcsejtek 6
markereinek mRNS szintjére
A kalcineurin, az aggrekdn és a Sox9 mRNS szintjének RT-PCR analizise a hdrom napos
porcsejt kultirdkban. A porcsejtek kezelését a [18. dbrdndl leirt modon végeztiik.
Valamennyi RT-PCR 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemz6 eredményét mutatja be.

Ismeretes, hogy a Sox9 mRNS- és fehérjeszintjét a kondrogenézis markerének
tekintik [67,68,120], tovabba a Sox9 transzkripcids aktivitasat foszforilacidja fokozza [66].
Kimutattuk, hogy az oxidativ stressz és a CsA kezelés csokkentette a Sox9 mRNS szintjét
(8. és 15. dbrdk). A Sox9 fehérje mennyiségében hasonld véltozdst figyeltiink meg a
kezeléseket kovetden (21. dbra). Ugyanakkor a Sox9 foszforilacids szintjének emelkedése
volt detektalhaté mind az oxidativ stressz, mind a CsA-kezelés hatdsdra a harom napos
csirkeporc kultirdkban. Az Erk1/2 aktivitasdnak gatlasa PDO098059 inhibitorral
nagymértékben csokkentette a Sox9 foszforilacidjat és fehérjemennyiségét is. A PD098059

visszaszoritotta a Sox9 foszforilacids szintjét a HyO,-vel és a CsA-val kezelt kultirdkban is
(21. dbra).
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21. dbra. A CsA és a HO; hatasa a Sox9 transzlacidjara és aktivitasara PD098059
tavollétében és jelenlétében
A Sox9 és a foszfo-Sox9 Western-blotja harom napos porcsejt kultirdkbol. A porcsejtek

kezelését a 8. dbrdndal leirt modon végeztik. A Western-blot 3-4 fiiggetlen kisérlet
jellemz6 eredményét mutatja be.

A porcsejtek MEK inhibitorral torténé kezelése fokozta a kalcineurin
transzkripcidjat, de a fehérjemennyiséget nem befolyasolta a hdrom napos sejtkultirakban.
PD098059 az oxidativ stressznek kitett porcsejtekben fokozta a kalcineurin mRNS- és

fehérjeszintjét, a CsA hatasiat nem mddositotta (22. dbra).
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22. dbra. A PD098059 hatasa a kalcineurin transzkripcidjara és transzlaciojara

A Sox9 (a) és a foszfo-Sox9 (b) Western-blotja harom napos porcsejt kultirdkbol. A
porcsejtek kezelését a 18. dbrdnal leirt médon végeztikk. A Western-blot 3-4 fiiggetlen
kisérlet jellemz06 eredményét mutatja be.



Vizsgaltuk a MEK/Erk1/2 jelpdlya gatldsit a kalcineurin aktivitidsdra is.
Megfigyeltiik, hogy a PD098059 kezelés szignifikdnsan fokozta az enzim aktivitdsit a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Nem volt szdmottevd kiilonbség a CsA-nak, ill. az

oxidativ stressznek kitett sejtek enzimaktivitdisdban PD098059 kezeléssel (23. dbra).
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23. dbra. A PD098059 hatasa a CsA-val és a H,O, hatasa porcosodé kultarak
kalcineurin aktivitasara tavollétében és jelenlétében
A porcsejt kultirdk kezelését a [8. dbrdnal leirt mdédon végeztik. A harom napos

sejtkultdrakbol mért kalcineurin aktivitdsok négy fliggetlen kisérlet atlagat = SD mutatjak
be. A kalcineurin aktivitdsok szignifikdns kiilonbséget mutatnak a kontrollhoz képest (* P

< 0,02) valamennyi kisérleti csoportban, kivétel a CsA+PD kezelés.

4.1.6. Az NFAT4 expresszios és a foszforilacios szintjének valtozasa az oxidativ stressz
és a CsA Kkezelés hatasara

Az NFAT csalad transzkripcids faktorai a kalcineurin aktivdlds intracellularis
hatdsainak f6 medidtorai. Az NFAT3 és NFAT4 transzkripciés faktorokrdl ismert, hogy a
korai differencidciés folyamatokban fontos szerepet jatszanak [121]. Az NFAT4-r6l azt

feltételezik, hogy a BMP2-n keresztiil stimuldlja a kondrogenézist [15]. Kisérleti
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rendszeriinkben, az NFAT4 foszforilacigjat figyeltilk meg valamennyi kezelést kovetden
(24. dbra), de nem taldltunk kiilonbséget a foszforilacids szintek kozott. Ismert, hogy a
transzkripcids faktor nyugvo sejtekben alap foszforilacids szinttel rendelkezik [9], ennek

ellenére a kezeletlen kontrollban nem detektaltuk az NFAT4 foszforilalt forméjat.
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24. dbra. CsA, H,0, és PD098059 hatasa az NFAT4 transzKkripcios faktor foszfo és
defoszfo formaira
Az NFAT4 Western blotja. A harom napos porcsejt kultirdk kezelését a /8. dbrdnal leirt
moédon végeztiik. A blot 3-4 fiiggetlen kisérlet jellemzd eredményét mutatja be.
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4.2. A PKC izoenzimek szerepe a kalcineurin szabalyozasaban forbol-

észterrel és Ca-ionoforral stimulalt human mononuklearis sejtekben

Munkacsoportunk kordbbi megfigyelése az volt, hogy mind az egészséges
donoroktdl, mind a SLE-s betegektdl szarmazo periférids mononukledris sejtekben mért
kalcineurin aktivitds csokkent az 5 uM Ca-ionofor és 80 nM PMA egyiittes kezelés
hatdsdra [55]. Vizsgdlni kivantuk, hogy a kalcineurin aktivitds csokkenés a Ca-ionofor
és/vagy a PMA kezelés kovetkezménye-e? Ismert, hogy a PMA a klasszikus €s az 1j tipusu
PKC izoenzimeket aktivdlja, mig a Ca®* csak a klasszikus izoenzimek aktivitdsat indukélja
[46,47]. Ezeket figyelembe véve sejtpermedbilis, specifikus PKC inhibitorok
alkalmazdsaval tanulmanyoztuk a kalcineurin szabdlyozdsdban résztvevd PKC

1zoenzimeket.

4.2.1. A kezelések hatasa a sejtek életképességére

Vizsgaltuk a kezelések (5 pM Ca-ionofor és/vagy 80 nM PMA, valamint PKC
inhibitorok: 1 pM GF109203X, 0,2 pM G66976 és 10 uM Rottlerin) hatdsat a sejtek
életképességére. A PKC stimuldlé szereknek nem volt szignifikdns hatidsa a kezelt
mintdkban mért abszolut fluoreszcens egység (AFU) értékekre a kezeletlen kontrollhoz

viszonyitva (6. tdbldzat).

6. tablazat. Mononuklearis sejtek életképességének vizsgalata a kezeléseket kovetoen

A 3-4 fiiggetlen kisérlet eredményébdl atlagolt AFU értékek + SD.

kezelés kontroll 5 uM Ca-ionofor | 80 nM PMA 80 nM PMA +
5 uM Ca-ionofor
AFU+SD 3434 + 321 3250t 414 3688 + 395 3512 +£219

A PKC izoenzimeket gitlé inhibitoroknak (1 pM GF109203X: GF, 0,2 uM
G066976: GO, 10 pM Rottlerin: Ro) nem volt hatdsa a sejtek életképességére a PKC
aktivalo szerek tavollétében és jelenlétében sem (nem dokumentiltuk). Mivel a PKC
aktivald és gatloszerek esetén alkalmazott koncentraciok nem voltak citotoxikusak, igy a

tovabbi kisérleteinkben ezeket a koncentracidkat alkalmaztuk.
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4.2.2. A Kiilonb6zé PKC izoenzim-specifikus inhibitorok hatasa a PMA és a Ca-inofor
altal stimulalt human periférias vér mononuklearis sejtek kalcineurin aktivitasara

A nem stimuldlt periférids mononukledris sejteket kiillonb6z6 sejtpermedbilis és
specifikus PKC inhibitorokkal (1 uM GF109203X, a klasszikus és az uj tipusd, 0,2 pM
G066976, a klasszikus és 10 uM Rottlerin, a & PKC izoenzimek gatlészerével) kezeltikk 5
oran at. Megfigyeltiikk, hogy egyik PKC inhibitornak sem volt szignifikdns hatdsa a
kalcineurin alap foszfatdz aktivitisira. A PMA hatdsanak tanulminyozasara a sejteket 4
oran keresztiil stimuldltuk 80 nM koncentracidt hasznilva. A sejtek kezelése utdn mért
kalcineurin aktivitdsa mintegy 30%-kal csokkent a nem stimulalt kontrollhoz viszonyitva,

melynek aktivitdsat 100%-nak tekintettiik (25. dbra).
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25. dbra. Kalcineurin aktivitisa human periférias vér mononuklearis sejtjeiben PKC
aktivaloszerek és inhibitorok jelenlétében

PKC inhibitorok hatdsa (I uM GF, 0,2 uM Go6, 10 uM Ro) a kalcineurin aktivitdsara 80
nM PMA tavollétében (iires oszlopok) és jelenlétében (rovatkazott oszlopok). A PMA-val
stimuldlt humén periférids vér mononukledris sejtekben mért kalcineurin aktivitdst a nem
stimuldlt kontrollhoz viszonyitottuk, mig a PKC inhibitorok hatdsat a foszfatdz aktivitdsira
a nem stimuldlt és a PMA-val kezelt sejtek kalcineurin aktivitisdhoz viszonyitva
értékeltiik. Az adatok 4-6 fiiggetlen kisérlet dtlagat + SEM mutajdk be. A * (P < 0,05), #*
(P <0,01), és **x (P < 0,001) a szignifikdns valtozasokat jelentik.
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Mind a klasszikus és az 4j tipusi PKC izoenzimeket gatl6 GF109203X, mind a
klasszikus PKC izoenzimek inhibitora, a G66976 kis mértékben visszaszoritotta a
kalcineurin enzimaktivitdsdnak csokkenését (68 %-rdl 85 %-ra ill. 88 %-ra), ugyanakkor
Rottlerin jelenlétében az aktivitds-csokkenés valtozatlan maradt a stimuldlt sejtekben (25.
dbra). Ezek az adatok azt sugalljak, hogy egyes PKC izoenzimeknek szerepiik lehet a
kalcineurin enzimaktivitdsdnak gatlasdban stimuldlt periférids vér mononukledris
sejtekben.

A Ca-ionofor jelentésebb csokkenést (56 %) eredményezett (26. dbra) a
kalcineurin aktivitdsdban a kezelést kovetden és a gatlas nagyobb mértékii, mint a PMA

altal okozott gatlas (1d. 25. dbra).
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26. dbra. Kalcineurin aktivitisa human periférias vér mononuklearis sejtjekben PKC

aktivaloszerek és inhibitorok jelenlétében
A sejteket 5 uM Ca-ionoforral kezeltiik 80 nM PMA tavollétében (rovatkazott oszlopok) és
jelenlétében (sziirke oszlopok). A PKC inhibitorokat a 25. 4brdndl leirt koncentraciéban
hasznéltuk. A Ca-ionoforral stimuldlt sejtekben mért kalcineurin aktivitdst a nem stimulalt
kontrollhoz viszonyitottuk, mig a Ca-ionoforral és a PMA-val kezelt sejtek kalcineurin
aktivitasat a Ca-ionoforral stimulalt sejtek enzim aktivitdsdhoz. A PKC inhibitorok hatdsat
a foszfataz aktivitdsara a Ca-ionoforral kezelt sejtek kalcineurin aktivitdsdhoz viszonyitva
értékeltiik PMA tavollétében és jelenlétében. Az adatok 4-6 fiiggetlen kisérlet atlagat +
SEM mutatjak be.
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Ez arra utal, hogy az intracelluldris térben megnovekedett Ca**-ion koncentraci6 is felelSs
lehet a kalcineurin aktivitdsdnak csokkenéséért. Kordbbi megfigyelésiinkkel dsszhangban
[55], a PKC aktivalo szerek egyidejli alkalmazdsakor a foszfatdz aktivitisa mintegy 60 %-
kal csokkent a nem stimuldlt kontroll kalcineurin aktivitdsdhoz viszonyitva, azonban nem
volt szignifikans kiilonbség a Ca-ionoforral kezelt sejtek enzimaktivitdsdhoz viszonyitva
(26. dbra).

A PKC inhibitorok, a GF109203X ill. a G66976, kb. azonos mértékben fokoztak
a foszfatdz aktivitasat a stimulélt sejtekben (Ca-ionofor jelenlétében: 58 %-16l 87 %-ra ill.
79 Y%-ra, Ca-ionofor és PMA jelenlétében: 47 %-r6l 92 %-ra ill. 90 %-ra). A PKCd
specifikus gatloszerének, a Rottlerinnek ebben a rendszerben sem volt észrevehetd hatdsa
(26. dbra).

A GF109203X a PKC izoenzimek kevésbé szelektiv inhibitora, mint a G66976,
mivel a klasszikus és az 4j tipusi PKC izoenzimeket egyardnt gitolja. A G66976, a cPKC
izoenzimek inhibitora, egyediil is képes volt kivédeni a kalcineurin enzimaktivitdsdban
bekovetkezo gatlast, igy feltételezhetjiik, hogy elsésorban a cPKC a, § vagy y izoenzimek

jatszanak szerepet a PMA és/vagy a Ca-ionofor indukélta valtozasokban.

4.2.3. A Kkalcineurin mRNS és fehérje szintjének valtozasa human periférias vér
mononuklearis sejtekben

RT-PCR és Western-blot kisérleteket végezve arra kerestilk a vélaszt, hogy a
kalcineurin mRNS-, ill. fehérjeszintjének valtozasa hozzajarul-e a kalcineurin aktivitdsanak
csokkenéséhez kezelt mononukledris sejtekben. A kalcineurin enzimaktivitdis méréseivel
ellentétben azt figyeltik meg, hogy sem a PMA, sem a Ca-ionofor nem befolyasolja a
kalcineurin mRNS-, ill. fehérjeszintjét (27. és 28. dbrdk). PMA és Ca-ionofor egyiittes
alkalmazasakor a kalcineurin A alegység mRNS-szintje kis mértékben csokkent (20 %) a
nem stimuldlt kontroll kalcineurin mRNS szintjéhez viszonyitva, amit 100 %-nak
tekintettiink Ez a csokkenés nem volt szignifikans és nem volt észrevehetd hatdsa az enzim
fehérje mennyiségére sem. Vizsgédlva a harom PKC inhibitor hatdsat PMA és Ca-ionofor
jelenlétében, megfigyelhetjiik, hogy a Go66976, a cPKC izoenzimek inhibitora,
kismértékben fokozta a kalcineurin mRNS szintjét a nem stimulalt sejtekéhez viszonyitva,
bar a statisztikai analizis nem mutatott szignifikdns kiillonbséget (27. dbra). Ezek az
eredmények rdmutatnak arra, hogy a PMA-val és a Ca-ionoforral stimuldlt humdan

periférids vér mononukledris sejtjeiben mért kalcineurin enzimaktivitdsdnak csokkenése
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27. dbra. A kalcineurin és a GAPDH mRNS szintjének vizsgalata egészséges donorok

periférias vér mononuklearis sejtjeiben RT-PCR technikaval
A kalcineurin és a GAPDH RT-PCR analizise PMA-val, Ca-ionoforral és PKC inhibitorral
kezelt mononukledris sejtekben (a). A koncentraciok ugyanazok, mint amit a 25. és 26.
dbrdknal adtunk meg. A kalcineurin mRNS szintjének optikai denzitdsa, ami 3-4 fiiggetlen

kisérlet atlagat = SEM mutatja be (b). A mérési adatok a kontrollhoz képest nem mutattak
szignifikans kiilonbséget (P > 0,05).
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28. dbra. A kalcineurin fehérjeszintjének tanulmanyozasa egészséges donorok
periférias vér mononuklearis sejtjeiben Western-blot technikaval
A kalcineurin immunoblotja kiilonb6zd effektorok jelenlétében. A kisérleti koriilmények
ugyanazok, mint a 20-23. dbra esetén leirtak (a). A kalcineurin fehérjeszintjének optikai
denzitdsa, ami hdrom filiggetlen kisérlet atlagos eredményét reprezentilja + SEM
értékekkel (b). A mérési adatok a kontrollhoz képest nem mutattak szignifikdns
kiilonbséget (P > 0,05)

4.2.4. Cabin 1: lehetséges jeltovabbité molekula a PKC és a kalcineurin kozott

Ismeretes, hogy a kalcineurin PKC altali foszforildciéja nem befolydsolja az
enzim aktivitdsat [33], ezért feltételeztiik, hogy olyan upstream jelatviteli molekula jatszhat
szerepet a kalcineurin aktivitisdnak gatlasaban, amelyet a PKC foszforildl. Kordbban
kimutattdk, hogy a PKC enzimatikus hatdsira a Cabin 1 hiperfoszforilalédik, ami fokozza
kalcineurinnal szembeni érzékenységét. A hiperfoszforildlt Cabin 1 a kalcineurinhoz
kotdédve gétolja annak foszfataz aktivitisat [36,37].

A Cabin 1 lehetséges jeltovabbitd szerepének felderitésére vizsgélni kivantuk

foszforilacids szintjének véltozasat a kezelések hatdsara. Mivel foszfo-Cabin 1 antitest nem
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allt rendelkezésre (sem kereskedelmi fogalomban nem kaphatd, sem kodzlemények nem
utalnak ilyen antitestre), ezért elfszor a Cabin 1-et immunprecipitdltuk poliklondlis a-
Cabin 1 antitest segitségével. Az immunprecipitiacié utdn a Cabin 1 foszfo-Ser oldallancéat
foszfo-Ser antitesttel mutattuk ki. A Cabin 1 foszforildcidés szintje jelentGsen
megemelkedett a PKC aktivaldé szerek hatdsara, amit a PKC inhibitorok (GF109203X és
G66976) nagymértékben visszaszoritottak. A Rottlerin nem befolyésolta a Cabin 1 foszfo-

Ser tartalmat a kezelt sejtekben (29. dbra).
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29. dbra. A Cabin 1 és foszforilacios szintjének Western blot analizise a Cabin 1
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immunprecipitacidja utan
A Cabin 1 immunnoblotja és foszfo-Ser detektdldsa nem stimuldlt és stimulalt
mononukledris sejtekben PKC inhibitorok tdvollétében és jelenlétében. Az effektorok
koncentraciéi azonosak a 25. és 26. dbraknal megadott értékekkel (a). A Cabin 1 foszfo-
Ser optikai denzitdsa, ami 3-4 fliggetlen kisérlet atlagat = SEM reprezentdlja. Szignifikdns
kiilonbségeket a * (P < 0,05) mutatja (b).
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5. Megbeszélés

A protein foszfatdzok ugyanolyan fontos szerepet toltenek be a sejt és szovet
differenciéciot reguldlé kiilonbozd jelatviteli dtvonalak fehérjefoszforilacids folyamatainak
szabalyozdsidban, mint a protein kindzok. Elengedhetetleniil fontos, hogy mélyebb
betekintést nyerjiink a protein foszfatizok porcképzddésben betoltott szerepébe, ami
nagymértékben segitheti a kondrogenikus fenotipus fenntartdsdnak és a kdros porc
Ujraképzodés intracellularis hitterének megértését. Az oxidativ stressz az egyik olyan
faktor, ami a gyulladdsos megbetegedések sordn porckarosodast idéz eld [94,95,99].
Ismeretes, hogy a kalcineurin aktivitdsat a reaktiv oxigéngyokok befolydsoljak [31]. A
kalcineurin szdmos emlds szervezetben végbemend jelatviteli ttvonalban jatszik szerepet,
pl. a T-limfocitdk aktivadlasaban [122], a kardiomiocitdk apoptdzisdban [80], az érképzddés
szabdalyozasaban, a miogenézisben [123].

A kalcineurin fehérje jelenlétét és aktivitdsat igazoltuk csirkeporc kultirdkban.
Az enzim pozitiv szerepét feltételezziik az in vitro kondrogenézis szabdlyozdsiban, mivel
megfigyeltiik, hogy a kalcineurin inhibitor CsA gétolta a porc képzddését. Eredményeink
0sszhangban vannak Tomita és mtsai megfigyelésével [15]: a CsA gatolta a porcképzddést
embriondlis egér végtagtelepekbdl izoladlt kondrogenikus sejtekben. Igazoltuk, hogy az
oxidativ stressz a kalcineurint gitolva csokkentette a porcképzddést. Feltételezik, hogy a
kalcineurin az NFAT4/BMP tutvonalon keresztiil szabalyozhatja a kondrogenézist [15].
Kisérleteinkben a hidrogén-peroxid és a CsA kezeléseket kovetéen kimutattuk az NFAT4
foszforilalt forméajat, kezeletlen sejtekben foszforildlt NFAT4-t nem detektaltunk. A
kalcineurin aktivitasat médosité kezelések (CsA és hidrogén-peroxid) aldtdmasztjak az
NFAT4 foszforilacio szabdlyozd szerepét csirkeporc kultirdkban. Mivel a foszforilalt
NFAT4 szintje azonos volt a kezelt kolonidkban, felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a
kalcineurin mds targetmolekuldi is részt vdllalnak a hatdsok kozvetitésében. Tobb adat utal
arra, hogy a kalcineurin szerepet jatszhat MAP kindzok aktivitisdnak szabdlyozdsaban is
[80,81]. A MAP kinazok kiulonbozo cellularis funkcidkat, koztik a differenciacids
folyamatokat is reguldljdk [75]. Ismeretes, hogy az Erk1/2 a kondrogenézis negativ
regulatora [85] és a MAP kindzok részt vesznek a hidrogén-peroxiddal kivaltott
oszteoblasztos differencidcid gatlasdban [124].

A Sox9 kondrogenikus transzkripciés faktor inicidlja és stimuldlja a porcmatrix-

specifikus makromolekuldk, pl. a I-tipusi kollagén és az aggrekdn gének fokozott
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expresszigjat [68,69]. A Sox9 aktivitdsa és transzkripcids hatdsfoka foszforildcidval
fokozddik [66]. Kisérleti rendszeriinkben fokozott porcképzddést figyeltink meg a
PD098059 MEK/Erk1/2 inhibitor jelenlétében, ezzel parhuzamosan a Sox9 mRNS és
fehérje mennyiségében kismértékli csokkenést tapasztaltunk. A Sox9 foszforilalt
formdjanak relativ mennyisége is csokkent a kezelések hatdsira. Feltételezziik, hogy az
Erk1/2 gatldsa a kondrogenézist fokozé PD(098059 inhibitorral, olyan downstream target
molekuldkra is kihat, amelyek eldsegitik a porcképzodést. Ezt a feltételezést tobb olyan
adat tdmasztja ald, amelyek az Erk szerepére utalnak a Sox9 reguldcidjaban. Bobick és
Kulyk [86] csirkeporc kultdrakban kimutattak, hogy az Erk1/2 MAP kindz a kondrogenézis
és a Sox9 negativ regulatora. Murakami és mtsai [74] a Sox9 Erk1/2-mediélt FGF altali
up-reguldcidt irtdk le C3H10T egér embriondlis mezenchymalis sejtvonalban.

Eredményeink alapjan nem vetjiikk el annak a lehetdségét sem, hogy az Erk1/2
kozvetleniil foszforildlja a Sox9 transzkripciés faktort. Erdekes megfigyelésiink volt, hogy
a Sox9 foszforilacidja megemelkedett mind a H,O,, mind a CsA kezelést kdvetden, ami a
kalcineurin lehetséges szerepére utal a Sox9 defoszforildcidjdban. Kimutattuk azt is, hogy
a defoszforildlt Sox9 mRNS- és fehérjeszintje csokkent az oxidativ stressz és a CsA
kezelés utdn, s ezzel 0sszhangban a porcképzddés mértéke visszaszorult. A H,O,-vel és
CsA-val kezelt csirkeporc sejtekben a foszfo-Erk1/2 aktivitisa megemelkedett, és az
Erk1/2 gatlasa PD098059 inhibitorral részben kivédte a H,O, vagy CsA altal okozott
porckarosodast. A Sox9 foszforilacids szintje magasabb volt a PD098059 inhibitor
jelenlétében, a H,0,-vel és a CsA-val kezelt mintakhoz vagy a kontroll kultdrdkhoz
viszonyitva.

Ezek az eredmények aldtdmasztjak azt a feltételezésiinket, hogy a fokozott Erk1
aktivitds az oka a csokkent porcképzddésnek az oxidativ stresszt kovetden, tovabba a
kalcineurin negativ hatast fejt ki az Erkl és/vagy a Sox9 foszforilaciés folyamataira a
kondrogenézis sordn. Azt az ellentmondast, hogy a Sox9 foszforilaciéja fokozddott €s
ezzel egyidejlileg a porcképzddés visszaszorult mind az oxidativ stressz, mind a CsA
kezelést kovetden, azzal magyardzzuk, hogy a cAMP-dependes protein kindz (PKA)
aktivitisa megemelkedett mindkét kezelés utan (30. dbra).

Ismeretes, hogy a PKA a kondrogenézis pozitiv regulatora csirkeporc sejtekben
[73,125], valamint a PKA fokozza a Sox9 transzkripcids aktivitasat [66]. A kalcineurinnak

és a PKA-nak van egy kozos horgony fehérjéje (AKAP79), amely a megfeleld
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30. dbra. A CsA és a H,O; hatasa a porcosodé kultiurak PKA aktivitasara PD098059
tavollétében és jelenlétében
A porcsejt kultirdk kezelését a /8. dbrdndl leirt médon végeztiik.

szubcelluldris kompartmentekbe irdnyitja a partnereket [126], a két enzim szoros
egylittmitkodésére utalva a kiilonb6z6 intracellularis folyamatokban. Felmeriilt a két enzim
egymasra kifejtett reguldcids hatdsdnak a lehetOsége is, ugyanis mindkét enzimet
foszforilacié szabdlyozza [33,127].

Az eredményeink a kalcineurin pozitiv szerepét sugalljak csirkeporc sejtek
kondrogenézisében. Feltételezziik, hogy az oxidativ stressz sordn a csokkent aktivitasu
kalcineurin és a fokozott aktivitdsi Erkl1/2 az oxidativ stressz kondrogenézist gatld
hatdsdnak a medidtorai. A kalcineurinnak negativ reguldtor szerepet is javasolunk az
Erk1/2 ttvonalban és/vagy a Sox9 foszforilaciéjdban. Adataink az Erk1/2 dtvonal pozitiv
szerepét is aldtdmasztjdk a Sox9 foszforildcidjdban, de az oxidativ stressz sordn mds
Erk1/2 aktivalt faktor(ok) a Sox9 ezen pozitiv hatisa ellen hatnak a kondrogenézisben (31.

dbra).
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31. dbra. Feltételezett mechanizmus az oxidativ stressznek Kitett kondrogenikus sejtek
jelatviteli folyamataban

Maisik kisérleti rendszeriinkben kimutattuk, hogy mind a PMA, mind az
intracelluldris térben megndvekedett Ca®*-koncentraci6 hozzdjarul a kalcineurin
aktvitdsdnak csokkenéséhez human periférids vér mononukledris sejtjeiben anélkiil, hogy
befolydsolnd a kalcineurin mRNS- és fehérjeszintjét. Megfigyeltik, hogy az
enzimaktivitds-csokkenés érzékenyebb volt a Ca-ionofor jelenlétében, mint a PMA
kezelésre. Specifikus, sejtpermedbilis PKC inhibitorok alkalmazasaval vizsgaltuk a PKC
izoenzimek lehetséges szerepét. Eredményeink szerint a PKC izoenzimek fontos szerepet
jatszanak a kalcineurin aktivitisiban bekovetkezd gatlas kialakuldsdban a PMA és Ca-
ionofor kezelésekkel stimuldlt mononukledris sejtekben. A cPKC és az nPKC
izoenzimeket gatl6 GF109203X, valamint a cPKC izoenzimeket gitldé G66976 kozel
azonos mértékben fokozta a kalcineurin aktivitdsat, amikor a sejteket a PKC aktivald

szerekkel, PMA-val és Ca-ionoforral kiilon-kiilon vagy egyiitt kezeltiikk. Mivel G66976
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egyediil is képes volt a gitlé hatast kivédeni, feltételezziik, hogy elsdsorban a cPKC (PKC
a, B, v) izoenzimek feleldsek a kalcineurin enzimaktivitdsaban bekovetkezd csokkenésért.

Meg kell jegyezniink, hogy a kalcineurin aktivitdsa csokkent a Ca-ionofor altal
kivéltott intracelluldris Ca’*-koncentraci6 emelkedésére, ami azért érdekes, mert a
kalcineurin maga is a kalciumjel egyik atalakitdé molekuldja [1,2,66-68]. Ez azzal
magyarazhatd, hogy az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a Ca®*-ra érzékeny cPKC
izoenzimek is részt vesznek a kalciumjel tovabbitasiban, ami a foszfatiz aktivitdsdnak
gatlasdhoz vezet. A Ca-ionofor kezelés hatdsara a cPKC izoenzimek jelatvitele
dominansabb, mint a kalciumjel kalcineurin foszfataz aktivitasara kifejtett hatasa.

A G066976 egyediil is csokkentette a kalcineurin enzimaktivitisaban bekovetkezo
gatlast a PKC izoenzimek stimuldldsa utdn, ezért felmeriilt, hogy a cPKC izoenzimek
kozvetleniil a kalcineurin foszforildciéjaval gatolhatjdk a foszfatdz aktivitast. Kordbban
azonban kimutattdk, hogy a kalcineurin PKC 4ltali foszforilidcidja nem befolydsolja a
foszfatdz aktivitdsat in vitro [5,6]. Ezért feltételeztiik, hogy a kalcineurin olyan upstream
jelatviteli molekuldja jatszhat szerepet az aktivdld szerek 4ltal kivdltott gatlas
kialakitdsaban, amelyet a PKC aktivdl. A kalcineurin néhdny endogén eredetii inhibitora
koziill a Cabin 1 hiperfoszforildlédik PKC aktivaldsra, ami fokozza a kalcineurinnal
szembeni érzékenységét, az enzimhez kotddve pedig gétolja annak aktivitdsat. A
hiperfoszforillt Cabin 1 tovabbithatja a Ca®*/PKC jelet a kalcineurin felé, ami a foszfatiz
aktivitisdnak csokkenését eredményezheti a T-sejt aktivicié folyaman [7-9].
Eredményeink szerint a Cabin 1 lehet az egyik olyan jelatviteli molekula, amelyik a PKC
jelet a kalcineurin irdnydba tovabbitja, mivel a Cabin 1 fokozott foszforilaci6jat igazoltuk
PKC aktival6 szerek hatdsara. A Cabin 1 foszforilacids szintjének emelkedése GF109203X
és G66976 (cPKC és nPKC inhibitorok) jelenlétében jelentés mértékben visszaszorult (32.

dbra).
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Kimutattdk, hogy a Cabin 1 €s a kalcineurin kolcsonhatdsdhoz a kalciumjel és a
PKC aktivdlas egyardnt sziikséges. Jurkat sejtek PMA kezelése a Cabin 1
hiperfoszforilacigjahoz vezet, mig az ionomicin nem befolydsolja ezen fehérje
foszforilaciés szintjét [36,37]. Ezzel szemben mi nem tapasztaltuk a kalcineurin
enzimaktivitdsanak csokkenését PMA-val és Ca-ionoforral stimuldlt Jurkat sejtekbdl
eldallitott kivonatban (nem bemutatott eredményiink). Az ellentmondas egyik lehetséges
magyarazata az, hogy a sejtkivonat sziikségszerii higitasa az aktivitaismérésben felszamolta
a Cabin 1 és kalcineurin kozotti asszocidciot.

Felmeriilhet a CaM-kinaz II szerepe a kalcineurin aktivitisdnak gatldsaban, mivel
Hashimoto és mtsai kimutattdk, hogy PKC aktivaldsra a kalciummentes, autofoszforilalt
CaM-kinaz II a kalcineurin Ser-197 és Ser-203 oldallancainak foszforilacidjat katalizalja,
gitolva az enzim aktivitasat in vitro [5,6]. Ez a foszforildcié magas Ca**-koncentrici6
mellett nem jatszodik le [69], ezért az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a CaM-

kinaz II esetleges gtld hatdsa a kalcineurin aktivitdsara kizarhato.
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Az SLE T-sejtekben szdmos jeldtviteli molekula (pl. az elf1 transzkripsziés faktor,
a gyulladasban fontos szerepet jatszo jelatvivd NF-kB és PKCO) rendellenes mikodését
irtak le. Kimutattdk, hogy a gliikokortikoszteroiddal kezelt egészséges és lupus T-sejtekben
a kalcineurin aktivitdsa csokkent és a legtobb PKC izoenzim expresszids szintje kozel
normadl szintre emelkedett a kezelést kovetden [128].
Kisérleteink sordn bizonyitékot szolgéltattunk arra, hogy a hiperfoszforildlt Cabin
1 fehérjének jeltovabbité szerepe van a PKC aktivitds emelkedése és a kalcineurin
aktivitisdnak csokkenése kozott egészséges donoroktél szdrmazd periférids vér
mononukledris sejtjeiben is. Ismert, hogy T-sejtekben a kalcineurin/NFAT jelatviteli
palydknak fontos szerepe van a proinflamatorikus citokinek (pl. IL2, IL4, ILS, ILS, IL10)
indukcidjdban és a lupus T-sejtekben ezek a citokinek tultermelddnek. Eredményeink
ramutatnak arra, hogy a kalcineurin/NFAT ttvonal, azaz a proinflamatorikus citokinek
overexpresszidja a cPKC a, B, v izoenzimek altal hiperfoszforilalt Cabin 1 aktivdldsan

keresztiil visszaszorithaté (33. dbra).
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33. dabra. cPKC/Cabin 1/kalcineurin/NFAT jelpalyak lehetséges osszefiiggései
T-sejtekben
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6. Osszefoglalas

A protein foszfatdzok ugyanolyan fontos szerepet toltenek be a differencidcidt
reguldlo kiilonbozé fehérje foszforilacids-defoszforilaciés folyamatok szabalyozdsaban,
mint a protein kindzok. Kimutattuk, hogy a kalcineurin jelen van a nagy slriiségii
csirkeporc kultirdkban ¢és megfigyeltik, hogy mRNS szintje és enzimaktivitisa
fokozatosan csokkent a porcdifferenciacié sordn. Eredményeink a kalcineurin pozitiv
szerepét sugalljdk a csirkeporc sejtek kondrogenézisében. Feltételezziik, hogy az oxidativ
stressz sordn a csokkent aktivitdsi kalcineurin és a fokozott aktivitasi Erk1/2 az oxidativ
stressz kondrogenézist gatld hatdsdnak medidtorai. A kalcineurinnak negativ reguldtor
szerepet javasolunk az Erk1/2 ttvonalban és/vagy a Sox9 foszforildciéjdban. Adataink az
Erk1/2 ttvonal pozitiv szerepét is aldtdmasztjak a Sox9 foszforilacigjaban, de az oxidativ
stressz alatt mas Erk1/2 aktivalt faktor(ok) a Sox9 ezen pozitiv hatdsa ellen hathat(nak) a
kondrogenézis folyaman.

Kimutattuk, hogy mind a PMA, mind az intracelluldris térben megnovekedett
Ca**-koncentricié hozzdjarul a kalcineurin aktivitdsinak csokkenéséhez humén periférids
vér mononukledris sejtjeiben anélkiil, hogy befolydsolnd a kalcineurin mRNS- és
fehérjeszintjét. Megfigyeltiik, hogy az enzimaktivitds-csokkenés érzékenyebb volt a Ca-
ionofor hatdsira, mint a PMA kezelésre, mert nagyobb mértékben csokkentette az enzim
aktivitasit. Mivel G06976 egyediil is képes volt a PMA/Ca-ionofor hatdsit kivédeni,
feltételezziik, hogy elsésorban a cPKC (PKC a, B, v) izoenzimek feleldsek a kalcineurin
enzimaktivitidsaban bekovetkezd csokkenésért.

A kalcineurin aktivitdsa csokkent a Ca-ionofor altal kivaltott intracelluldris Ca**-
koncentrici6 emelkedésére, ami arra utal, hogy a Ca-ionofor kezelés hatdsira a cPKC
izoenzimek jeldtvitele sokkal domindnsabb, mint a kalciumjel kalcineurin foszfatiz
aktivitisdra kifejtett hatdsa. Mivel a kalcineurin PKC 4ltali foszforilaciéja nem
befolydsolja a foszfatdz aktivitasat, ezért a Cabin 1 jeltovabbitd szerepét feltételezziik a
PKC és a kalcineurin jelpalydk Osszekapcsoldsdban. Kisérleteink sordn bizonyitékot
szolgéltattunk arra, hogy a PKC éltal hiperfoszforilalt és aktivalt Cabin 1 fehérje részt vesz
a cPKC és a kalcineurin jelpalydk Osszekapcsoldsiban egészséges donoroktdl szarmazd

periférids vér mononuklearis sejtjeiben.
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7. Summary

Protein phosphatases play equally important role as protein kinases in the
regulation of protein phosphorylation processes of different signal transduction pathways
controlling cell and tissue differentiation. We have shown the presence and the active
function of calcineurin in micromass cultures and we observed that the mRNA level and
the activity of the enzyme gradually decreased during the cartilage differentiation. Our
results suggest a positive role of calcineurin in the regulation of in vitro chondrogenesis of
chicken micromass cultures. We suppose that the reduced activity of calcineurin and the
elevated activity of Erk1/2 during oxidative stress are likely mediators of the
chondrogenesis inhibiting effect of oxidative stress. We also propose a negative regulatory
role of calcineurin either in Erk1/2 pathway and/or in Sox9 phosphorylation. Our data
support a positive role of Erk1/2 pathway in Sox9 phosphorylation, but under oxidative
stress other Erk-activated factor(s) can oppose this positive effect of Sox9 on
chondrogenesis.

We have shown that both PMA- and Ca**-treatments contribute to the decrease of
calcineurin activity of T-cell enriched peripheral blood mononuclear cells without
modulating the mRNA and protein levels of calcineurin. The calcineurin activity was more
sensitive to Ca-ionophore than to the PMA-treatment as the inhibition of the activity was
higher for Ca-ionophore. Since G66976 was able to reverse the inhibitory effect of PMA
and Ca-ionophore applied alone or in combination on the calcineurin activity we suppose
that the cPKC (PKCa, B, v) isoenzymes can be involved in the inhibition of the enzyme.

The increase of intracellular Ca®* concentration induced by Ca-ionophore
significantly decreased the calcineurin activity. It seems that the reduced activity of
calcineurin is more likely related to the acitivity of cPKC by calcium sigal than the direct
effect of calcium on calcineurin. Since the phosphorylation of calcineurin by PKC does not
influence the phosphatase activity we assume the transducing role of Cabin 1 in the linking
of PKC and calcineurin pathways. We provided evidence that the Cabin 1
hyperphosphorylated and activated by PKC takes part in the linking of cPKC and

calcineurin pathways in peripheral mononuclear cells fom healthy donors.
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megfeleld kutatdsi feltételekrol, illetve hasznos tandcsokkal és utmutatdsokkal irdnyitotta
szakmai tevékenységemet.

Az Orvosi Vegytani Intézetben szdmos munkatirsam segitette mindennapi
munkdmat, akiket szintén koszonet illet. Mddszertani szempontbdl feltétleniil ki kell
emelnem koziilik Dr. Csortos Csilldt, Dr. Szfics Kornélist és Dr. Baké Evit. Az egyes
kutatéi feladatok megvaldsitasdban kivald asszisztensek mitkodtek kozre: Hunyadi
Kalmanné Julianna, Rénai Tamasné Ilona, Dembrovszkiné Kovacs Ella, Molnar Zsanett.

A kutatdsok sordn kollaboracids partnereink részérél Sipka Sandor professzor dr
és Dr. Zékany Réza irdnymutatdsai segitettek. Virdg Laszlé professzor drnak, Kovics
Ildiké laboratériumi analitikusnak, Juhdsz Tamds é€s Matta Csaba Ph.D. hallgatéknak is
kodszondm a kutatdsi projectekben végzett munkéjukat.

Fiatal palyatdrsaim és bardtaim is — tobbek kozt Kolozsvari Bernadett, Kiss
Andrea, Kakuk Annamaria, Czikora Istvan, Erdélyi Katalin, Lontay Bedta, Kokai Endre —
sokat tettek azért, hogy viddm légkorben és hasznosan teltek az elmult évek.

Természetesen nem feledkezem meg a szilleimrél és azokrdl a ,civil”
barataimrol, kiilondsképpen Fodor Léaszlordl sem, akik a sokszor nehéz hétkdznapokban és

a kételyeim kozott is mindvégig mellettem alltak.
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